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ZUSAMMENFASSUNG 
Einfluss des Keratinozyten-Wachstumsfaktors auf  
zelluläre Immunreaktionen nach allogener Stammzelltransplantation 
Benjamin Löbbers 
Einleitung: Die Knochenmark- bzw. Stammzelltransplantation gilt als wichtige Therapieoption bei der 
Behandlung von Neoplasien des hämatopoetischen Systems. Neben einer Immunreaktion der transplantierten 
Immunzellen gegen das Gewebe des Empfängers, der Transplantat-gegen-Wirt-Reaktion (engl. graft-versus-host 
disease, GvHD), kommt es auch zu einer Immunantwort gegen Tumorzellen, Transplantat-gegen-Tumor-
Reaktion (engl. graft-versus-tumor reaction, GvT). Die GvHD-Reaktion wird unter anderem durch die Schädigung 
des Darmepithels infolge der Konditionierungstherapie beeinflusst. In dieser Arbeit wurde der Einfluss des auf 
Epithelien wirkenden rekombinanten humanen KGF (Palifermin) auf die GvH- und GvT-Reaktion analysiert.  
Material und Methoden: Die Untersuchungen wurden an zwei murinen Transplantationsmodellen nach allogener 
und syngener Transplantation durchgeführt. Beide basierten auf einer MHC-I inkompatiblen Spender-
/Empfängerkonstellation. Als Spender wurden C57BL/6- bzw. BALB/c- und als Empfänger F1-Mäuse verwendet. 
Die applizierten Tumore LLC1 bzw. MPC-11 waren syngen zu den Spendertieren. So konnte ein Anti-Tumor-
Effekt nur über die tumorassoziierten Antigene erfolgen und die GvHD-Reaktion getrennt von dem GvT-Effekt 
beurteilt werden (Tierversuchsgenehmigungen G7/2003 und G5/2005). In den Versuchen wurde das Gewicht, der 
GvHD-Score, das Überleben sowie das Tumorwachstum bestimmt. Die genauere Analyse der GvHD erfolgte mit 
Hilfe von PET-Untersuchungen, histologischen Präparaten und Zytokin-Messung. 
Ergebnisse: Es zeigte sich ein stärkerer Gewichtsverlust als Folge der Kombination von KGF und Bestrahlung im 
Sinne eines additiv-toxischen Effekts. 
Im Versuch mit BALB/c-Spendern ergab sich ein signifikant erhöhter Gewichtsverlust zu Beginn des Experiments. 
Die überlebenden Tiere erreichten langfristig wieder Normalgewicht. Der GvT-Effekt wurde nicht beeinflusst. Der 
Gewichtsverlauf im Versuch mit C57BL/6-Spendern zeigte keine signifikanten Unterschiede in den 
Vergleichsgruppen. Tendenziell ergab sich eine beschleunigte Tumorprogression. 
In Bezug auf das Überleben konnte eine erhöhte Mortalität auf Grund des toxischen Effekts nachgewiesen 
werden. Im Langzeitversuch ergab sich jedoch ein signifikanter Überlebensvorteil für die KGF-Mäuse. 
Diskussion: Der additiv-toxische Effekt deckt sich mit Angaben aus der Literatur, war aber in diesem Modell 
stärker ausgeprägt als in anderen Arbeitsgruppen. Der Einfluss von KGF auf die GvHD-Reaktion und den GvT-
Effekt, wie in verschiedenen Veröffentlichungen beschrieben, konnte in dieser Arbeit nicht bestätigt werden. 
Insgesamt bleibt für den klinischen Einsatz des Medikaments das Risiko/Nutzen-Verhältnis kritisch abzuwägen. 
 








APC  engl. antigen-presenting cell, antigenpräsentierende Zelle 
BSA  bovines Serumalbumin 
bzw.  beziehungsweise 
°C  Grad Celsius, Temperatureinheit 
d  engl. day, Tag 
CD  engl. cluster of differentiation, Nomenklatur für Oberflächenmarker 
EPO  Erythropoetin 
FCS  fötales Kälberserum 
g  - Gramm 
- Erdbeschleunigung (9,81 m/s2) 
G-CFS  engl. granulocyte colony stimulating factor, Granulozyten Kolonie 
stimulierender Faktor 
GvHD  engl. graft-versus-host disease, Transplantat-gegen-Wirt-Reaktion 
GvL  engl. graft-versus-leukemia reaction, Transplantat-gegen-Leukämie-Reaktion 
GvT  engl. graft-versus-tumor reaction, Transplantat-gegen-Tumor-Reation 
Gy  Gray (Einheit für Energiedosis) 
H-2  Haupt-Histokompatibilitätskomplex der Maus 
HLA  engl. human leucocyte antigen 
IL  Interleukin 
i.p.  intraperitoneal 
i.v.  intravenös 
KGF  engl. keratinocyte growth factor, Keratinozyten-Wachstumsfaktor 
LPS  Lipopolysaccharide 
MHC  engl. major histocompatibility complex, Haupt-Histokompatibilitätskomplex 
NK  natürliche Killerzelle 
p.a.  pro analysis 
PBS  engl. Phosphate buffered saline, Phosphat-gepufferte Kochsalzlösung 
PET  Positronen-Emissions-Tomographie (bildgebendes Verfahren) 
s.c.  subcutan 
TBI  engl. total body irradiation, Ganzkörperbestrahlung 
Th  T-Helfer Zelle 
TNF  Tumor-Nekrose Faktor 








Abkürzungsverzeichnis ............................................................................................ I 
Inhaltsverzeichnis .................................................................................................... II 
1. Einleitung ........................................................................................................... 1 
1.1 Histokompatibilitäts-Antigene.................................................................................. 2 
1.2 Transplantat-gegen-Wirt-Reaktion .......................................................................... 4 
1.2.1 Reduktion der Schwere der Transplantat-gegen-Wirt-Reaktion...................... 8 
1.3 Transplantat-gegen-Tumor-Reaktion ...................................................................... 9 
1.4 Ansätze zur Trennung der Transplantat-gegen-Wirt- von der  
Transplantat-gegen-Tumor-Reaktion .....................................................................10 
1.5 Murines Transplantationsmodell zur getrennten Untersuchung von GvHD 
 und GvT................................................................................................................12 
1.6 Keratinozyten-Wachstumsfaktor ............................................................................13 
2. Ziel der Arbeit .................................................................................................. 15 
3. Material und Methoden ................................................................................... 16 
3.1 Material ..................................................................................................................16 
3.1.1 Herstellung von Gebrauchslösungen.............................................................16 
3.1.2 Zelllinien........................................................................................................17 
3.1.3 Verwendete Tierstämme ...............................................................................17 
3.2 Methoden...............................................................................................................18 
3.2.1 Zellkultur .......................................................................................................18 
3.2.2 Zytokin-Messung...........................................................................................18 
3.2.3 PET-Untersuchung........................................................................................19 
3.2.4 Darm-Histologie ............................................................................................19 
3.2.5 Statistische Auswertung ................................................................................19 
3.3 Tierversuche ..........................................................................................................20 
3.3.1 Bestrahlung...................................................................................................20 
3.3.2 Allogene Knochenmarktransplantation ..........................................................20 
3.3.2.1 Gewinnung des Knochenmarks.................................................................20 
3.3.2.2 Gewinnung der Milzzellen..........................................................................20 
3.3.2.3 Transplantation..........................................................................................21 
3.3.3 Nachweisparameter der Transplantat-gegen-Wirt-Reaktion ..........................21 
3.3.4 Tumorzell-Gabe ............................................................................................21 
3.3.5 Narkoseprotokoll ...........................................................................................21 
3.3.6 Blutentnahme................................................................................................22 
3.3.7 Übersicht über den Versuchsablauf...............................................................22 
4. Ergebnisse ....................................................................................................... 23 
4.1 Einfluss von KGF auf syngen transplantierte und auf native Mäuse .......................23 
4.2 Beurteilung der Transplantat-gegen-Wirt-Reaktion ................................................25 
4.3 Einfluss von KGF im BALB/c-Modell ......................................................................27 
4.3.1 Gewichtsverlauf und Tumorprogression ........................................................27 
4.3.2 Einfluss von KGF auf das Überleben.............................................................30 
4.4 Einfluss von KGF im C57BL/6-Modell ....................................................................31 
4.5 Zytokin-Messung....................................................................................................33 
4.6 PET-Untersuchung und Darm-Histologie ...............................................................33 
5. Diskussion ....................................................................................................... 35 
6. Literaturverzeichnis ........................................................................................ 41 
7. Lebenslauf ....................................................................................................... 52 
8. Danksagung..................................................................................................... 55 







Die Stammzelltransplantation gilt heute als wichtige Therapieoption bei Hochrisiko-
Erkrankungen aus dem Bereich der malignen und nicht-malignen hämatologischen 
Erkrankungen sowie der Immundefekte. Es werden autologe und allogene Transplantationen 
unterschieden. 
Unter der autologen Transplantation versteht man die Reinfusion eigener, während einer 
Remissionsphase entnommener hämatopoetischer Stammzellen. Diese werden entweder 
aus dem peripheren Blut oder aus dem Knochenmark des Patienten gewonnen, 
vorübergehend kryokonserviert und demselben Patienten nach Hochdosis-Therapie mit 
Radio- und / oder Chemotherapie reinfundiert. 
Bei der allogenen Transplantation werden dem Patienten Knochenmark- bzw. 
Blutstammzellen eines Spenders transfundiert. Zur Eradikation der malignen Zellen des 
Empfängers und der Etablierung des Transplantats dient die Konditionierungstherapie 
bestehend aus fraktionierter Ganzkörperbestrahlung und / oder Chemotherapie [Corvo et al., 
2002]. Um die therapieassoziierte Letalität zu reduzieren, werden seit mehreren Jahren 
neben klassischen Konditionierungstherapien, wie z.B. Hochdosis-Chemotherapien mit 
Busulfan und Cyclophosphamid [Hartman et al., 1998; Socié et al., 2001], reduzierte bzw. 
dosisangepasste Konditionierungstherapien verwendet [Dreger et al., 2003; Baron et al., 
2005; Niederwieser et al., 2006; Hegenbart et al., 2006; Flynn et al., 2007]. 
 
Die Gewinnung der Stammzellen kann durch zwei unterschiedliche Verfahren erfolgen. Zum 
einen können die Knochenmarkzellen durch Punktion des Beckenkamms entnommen 
werden. Alternativ können die Zellen durch Wachstumsfaktoren wie z.B. G-CFS (engl. 
granulocyte colony stimulating factor) aus dem Knochenmark ins periphere Blut mobilisiert 
und schließlich mittels Leukapherese isoliert werden [Arora et al., 2004; Aschan, 2006; 
Watanabe et al., 2006]. Die Transfusion der hämatopoetischen Stammzellen in den 
vorbehandelten Empfänger kann direkt nach Entnahme oder nach Kryokonservierung der 
Zellen einige Zeit später erfolgen. Etwa zwei bis drei Wochen nach der Transplantation 
kommt es zum Anwachsen (engl. engraftment) des Transplantats [Molina et al., 2007]. 
 
Eine 2009 veröffentlichte Studie berichtet von europaweit insgesamt 25563 durchgeführten 
Stammzelltransplantationen im Jahr 2007. Unter Berücksichtigung der Daten der Vorjahre ist 
eine zunehmende Tendenz zu erkennen. 39% der Patienten wurden allogen, 61% autolog 
transplantiert. Die Hauptindikationen stellten Lymphome (57%) und Leukämien (32%) dar. 
Bei Patienten mit Lymphomen wurden vorwiegend autologe, bei Patienten mit Leukämien 





Die Vorteile der allogenen Transplantation sind das Fehlen von malignen Zellen im 
Transplantat und der Transplantat-gegen-Tumor-Effekt (engl. graft-versus-tumor reaction, 
GvT). Dieser Effekt beschreibt die Immunreaktion der transplantierten Immunzellen gegen 
maligne Zellen. Als Nachteil dagegen ist die geringe Spenderverfügbarkeit zu nennen. Diese 
erklärt sich durch die Tatsache, dass Spender und Empfänger in den 
transplantationsrelevanten HLA-Loci (engl. human leucocyte antigen) übereinstimmen 
sollten, um die Transplantat-gegen-Wirt-Reaktion (engl. graft-versus-host disease, GvHD) 
mit erhöhter Letalität zu reduzieren. Des Weiteren wird das Risiko des 
Transplantatversagens bei HLA-Übereinstimmung vermindert. 
Ein Vorteil der autologen Transplantation ist das Fehlen der Transplantat-gegen-Wirt-
Reaktion, ein Nachteil das Ausbleiben der Transplantat-gegen-Tumor-Reaktion. Die 




Um die Pathophysiologie der GvHD zu verstehen, ist es sinnvoll sich mit den 
immunologischen Grundlagen zu beschäftigen. Die Haupthistokompatibilitäts-Antigene (engl. 
major histocompatibility complex, MHC) sind Glykoproteine, die den Immunzellen auf der 
Zelloberfläche Antigene in Form von Peptidfragmenten präsentieren. Unterschiede in diesen 
MHC-Molekülen und in den Minorhistokompatibilitätsantigenen führen zur Ausbildung der 
Transplantat-gegen-Wirt-Reaktion. Beim Menschen werden die MHC-Antigene als HLA-
System bezeichnet und sind auf dem kurzen Arm des Chromosoms 6 kodiert. Diese HLA-
Regionen des Genoms teilen sich auf in zwei Klassen, die jeweils zahlreiche Gen-Loci 
enthalten und so für polymorphe Allele kodieren. Die Klasse I und Klasse II Antigene 
bestehen beide aus jeweils zwei Peptidketten. MHC-Moleküle der Klasse I präsentieren den 
CD8+ T-Zellen intrazellulär prozessierte Peptide, Klasse II-Moleküle von 
antigenpräsentierenden Zellen (engl. antigen-presenting cell, APC) präsentieren den CD4+ T-
Zellen phagozytierte körperfremde Peptidfragmente. 
Die MHC I Moleküle bestehen aus einer variablen -Kette und einer nicht variablen kleineren 
Kette, dem -2 Mikroglobulin von Chromosom 15, das nicht kovalent gebunden vorliegt. 
Diese Gruppe umfasst HLA A, B und C Antigene. Bei Mäusen werden diese Moleküle als H-
2K, H-2D und H-2L bezeichnet. Klasse I Moleküle werden auf allen kernhaltigen Zellen des 
Körpers mit unterschiedlicher Dichte exprimiert. Am stärksten ist die Expression auf den 
Zellen des hämatopoetischen Systems. Präsentiert werden von den MHC-Klasse I 
Molekülen zelluläre Proteine vor allem den CD8+ T-Zellen. In der Regel sind dies 




wie z.B. Viren, stammen. Über eine Kreuzpräsentation können jedoch auch exogene 
Antigene über die MHC-Klasse I Moleküle CD8+ T-Zellen präsentiert werden, nachdem sie 
von APCs aufgenommen und prozessiert wurden. So kann über die MHC-Klasse I Moleküle 
eine Antigen-spezifische zytotoxische T-Zell-Antwort ausgelöst werden [Bevan, 2006]. 
Normalerweise werden exogene Antigen über MHC-Klasse II Moleküle präsentiert [Wagner 
et al., 1994; Appelbaum, 2001]. 
Beide Ketten der MHC II Moleküle werden auf dem Chromosom 6 kodiert. Die Gruppe wird 
weiter unterteilt in HLA DR, DQ und DP Antigene. DR und DQ Antigene setzen sich aus 
variablen  und  Ketten zusammen, die in verschiedenen Kombinationen dimerisieren 
können. Die DP Antigene bestehen aus einer invarianten  Kette und einer stark 
polymorphen  Kette. Im Mausmodell werden diese Moleküle H-2M, H-2A und H-2E 
genannt. Exprimiert werden die Klasse II Moleküle auf B-Zellen und Monozyten, die den 
CD4+ T-Zellen exogene Peptidfragmente präsentieren. 
 
Die T-Zell-Rezeptoren erkennen einen Komplex bestehend aus antigenem Peptid und dem 
präsentierenden Selbst-MHC-Molekül des eigenen Organismus. Einige T-Zellen erkennen 
allogene, also Nicht-Selbst-MHC-Moleküle [Malarkannan et al., 1996; Whitelegg et al., 2005; 
Barber & Madrigal, 2006], ohne dass ein vorhergehendes Priming stattgefunden haben 
muss. Vermutlich ist eine Kreuzreaktivität von T-Zell-Rezeptoren, die für unterschiedliche 
fremde präsentierte Antigene spezifisch sind, ursächlich für diese Alloreaktivität. Die Bindung 
des T-Zell-Rezeptors an den Nicht-Selbst-MHC-Komplex kann auf zwei Arten erfolgen. Bei 
der Peptid-dominierten Bindung interagiert vor allem das an das allogene MHC-Molekül 
gebundene Peptid mit dem T-Zell-Rezeptor, wodurch letztlich die T-Zelle aktiviert wird. Im 
Gegensatz dazu ist die MHC-dominierte Bindung unabhängig vom präsentierten Peptid. Die 
Interaktion findet direkt zwischen dem T-Zell-Rezeptor und dem allogenen MHC-Molekül 
statt. Beide Wechselwirkungsmechanismen erklären, dass viele T-Lymphozyten, unter 
anderem im Rahmen der GvHD, auf allogene MHC-Moleküle reagieren [Barber & Madrigal, 
2006]. 
 
Die Stammzell-Spender werden in Bezug auf die Übereinstimmung der 
Haupthistokompatibilitäts-Antigene mit dem Empfänger in verschiedene Gruppen eingeteilt. 
Man unterscheidet HLA-idente verwandte Spender (engl. HLA-matched related donors, 
MRD), d.h. in den Transplantations-relevanten HLA-Loci übereinstimmende 
Familienmitglieder, von HLA-kompatiblen nichtverwandten Spendern (engl. HLA-matched 
unrelated donors, MUD). Darüber hinaus werden HLA-disparate verwandte Spender (engl. 
HLA-mismatched related donors, MMRD), d.h. Familienangehörige mit nicht 




mismatched unrelated donors, MMUD), also Fremdspender mit nicht übereinstimmenden 
HLA-Loci, unterschieden. 
 
Trotz Typisierung der HLA-Moleküle, um Differenzen bei Spender und Empfänger 
auszuschließen, entwickeln bis zu 50% der Empfänger bei HLA-identischem Verwandtem als 
Spender und bis zu 80% der Empfänger bei HLA-kompatiblem nicht verwandtem Spender 
eine akute GvHD [Stelljes et al., 2008]. Verantwortlich werden hierfür Unterschiede der 
Minorhistokompatibilitätsantigene (mHAg) gemacht. Definitionsgemäß sind 
Minorhistokompatibilitätsantigene Alloantigene, die in der Lage sind eine allogene T-
Zellantwort zwischen HLA-kompatiblen Personen hervorzurufen [Falkenburg et al., 2002; 
Simpson et al., 2002]. Es handelt sich bei den Minorhistokompatibilitätsantigenen um 
immunogene variable Proteine, die durch allogene T-Lymphozyten im Zusammenhang mit 
MHC-Klasse I-Molekülen erkannt werden [Vogt et al., 2002]. Die Bildung der 
Minorhistokompatibilitätsantigene entsteht meist durch einen einzelnen Nukleotid-
Polymorphismus, der die Spender- und Empfängerzellen unterscheidet. Als Beispiel sind hier 
HA-1 [den Haan et al., 1998], HA-2, ein Protein der Myosin-Familie [Pierce et al., 2001], HA-
3 [Spierings et al., 2003], ein Lbc-(engl. lymphoid blast crisis) Onkoprotein, und HA-8 
[Brickner et al., 2001] zu nennen. Besondere klinische Relevanz hat das HY-Antigen bei 
Transplantation von männlichen Empfängern mit Stammzellen von weiblichen Spendern. 
Das Minorhistokompatibilitätsantigen HY wird von Genen auf dem Y-Chromosom kodiert. 
Diese Gene grenzen sich von den homologen Genen des X-Chromosoms durch 
unterschiedliche Aminosäure-Sequenzen ab. Die transplantierten T-Zellen der weiblichen 
Spender erkennen das HY-Antigen als fremd und bewirken eine Immunantwort. Es resultiert 
eine erhöhte Inzidenz für die GvHD bei männlichen Patienten nach Stammzelltransplantation 
von weiblichen Spendern im Vergleich zu anderen Kombinationen der Geschlechter von 
Empfänger und Spender [Kollman et al., 2001; Zorn et al., 2004]. 
Ein weiterer Entstehungsmechanismus der Minorhistokompatibilitätsantigene ist die 
unterschiedliche Expression als Folge einer Gendeletion [Murata et al., 2003].  
 
1.2 Transplantat-gegen-Wirt-Reaktion 
Ein großes Hindernis für eine erfolgreiche Stammzelltransplantation bleibt die Transplantat-
gegen-Wirt-Reaktion (engl. Graft-versus-host disease (GvHD)). Sie kann sowohl durch 
Unterschiede in den Haupt- als auch in den Minorhistokompatibilitätsantigenen ausgelöst 
werden [Molldrem et al., 2002]. Neben Rezidiven der Grunderkrankung stellen die GvHD und 
damit verbundene Komplikationen die Hauptursache der Letalität und Morbidität nach 
allogener Stammzelltransplantation dar [Weisdorf et al., 1990]. Der Begriff GvHD beschreibt 




diese Erkrankung als „secondary disease“ bezeichnet, um sie von den Folgen der 
Ganzkörperbestrahlung (engl. total body irradiation, TBI) vor der 
Knochenmarktransplantation (KMT) abzugrenzen [Barnes & Loutit, 1955]. 
 
Die immunologischen Voraussetzungen für die Entwicklung einer GvHD definierte Billingham 
bereits 1966 in den „Harvey Lectures“ [Billingham, 1966]: das Transplantat muss 
immunkompetente Zellen enthalten; der Empfänger muss dem Transplantat als fremd 
erscheinen und damit in der Lage sein, die Spenderzellen zu stimulieren; dem Empfänger 
muss es unmöglich sein, eine adäquate Immunreaktion zu generieren, um die 
transplantierten Zellen abzustoßen und zu zerstören. 
 
Es werden drei Phasen der akuten GvHD unterschieden. Eine initiale Phase, bedingt durch 
die Gewebeschädigung während der Konditionierung, eine zweite Phase, in der es zur 
Spenderzellaktivierung, Expansion und Sekretion von Zytokinen kommt, und eine 
Effektorphase mit Destruktion von Empfängergewebe [Ferrara, 2000]. 
 
Die Konditionierung durch Ganzkörperbestrahlung wirkt toxisch auf viele Gewebe, so z.B. 
auch auf den Gastrointestinal (GI)-Trakt. So konnte eine Erhöhung der Permeabilität der 
Darmmukosa als Folge der Bestrahlung nachgewiesen werden [Johansson et al., 2001]. 
Diese Änderung der Permeabilität spielt eine wichtige Rolle bei der Initiation der intestinalen 
GvHD. Im Empfängergewebe werden daraufhin vermehrt Entzündungszytokine 
(hauptsächlich Th-1 Zytokine), wie TNF-, IL-12 [Xun et al., 1994] und Wachstumsfaktoren 
wie GM-CSF (engl. Granulocyte macrophage colony stimulating factor) [Ferrara, 2000] 
ausgeschüttet. TNF- verstärkt die intestinalen Schäden über verschiedene Mechanismen. 
Es beeinflusst direkt die Integrität der Darmmukosa, erhöht die MHC-Molekül Expression im 
Empfängergewebe und potenziert damit die durch die aktivierten Spender T-Zellen 
verursachten Gewebeschäden [Jaksch & Mattsson, 2005]. Die Erhöhung der Permeabilität 
und der damit verbundene Verlust von Wasser und Elektrolyten in das Darmlumen wird 
zusätzlich durch die Beeinträchtigung der Zonula occludens des Darmepithels gefördert 
[Schmitz et al., 1999]. Eine kritische Rolle in der Pathogenese der GvHD spielt die 
Translokation von bakteriellen Bestandteilen, wie LPS [Abdul-Hai et al., 2006], aus dem 
Darm in den Blutkreislauf des Empfängers, welches erst durch die erhöhte Permeabilität der 
Mukosa ermöglicht wird. Im Gewebe stimuliert das LPS verschiedene Immunzellen, z.B. 
Makrophagen, große Mengen Entzündungszytokine zu produzieren [Cooke et al., 2001], 
wodurch die Schädigung der Schleimhaut weiter zunimmt. 
Erfahrungen haben gezeigt, dass intensivierte Konditionierungstherapien vor allem bei 




verminderter Intensität (engl. reduced intensity condioning, RIC) oder nichtmyeloablative 
Konditionierungsbedingungen bewirken durch geringere Organschädigung, mit verminderter 
Freisetzung inflammatorischer Zytokine, eine Reduktion der Morbidität und Letalität nach der 
Transplantation. Die Inzidenz der akuten GvHD bleibt weiterhin hoch, die Schwere der GvHD 
kann jedoch deutlich reduziert werden [McSweeney et al., 2001]. 
 
In der zweiten Phase kommt es zur Aktivierung und Expansion der Spender T-Zellen. Dabei 
dient das Empfängergewebe nicht nur als Zielstruktur, sondern auch der Präsentation von 
Antigenen. Es interagieren die CD4+-Donorlymphozyten mit den Peptid-MHC II-Komplexen 
der APCs, wie den dendritischen Zellen, und die CD8+-Spenderzellen mit den Peptid-MHC I-
Komplexen. Bei der Pathophysiologie der akuten GvHD spielen dendritische Zellen als APCs 
eine besonders wichtige Rolle [Ferrara, 2000]. 
 
Sind die T-Zellen aktiviert und proliferieren, so sind sie direkt oder indirekt für die 
Gewebezerstörung während der GvHD verantwortlich. Die von den aktivierten T-Zellen 
produzierten Entzündungszytokine aktivieren Monozyten und Natürliche Killerzellen (NK-
Zellen). Diese Zellen und die T-Zellen sezernieren weitere Zytokine, wie TNF- und IL-1, die 
sowohl das Gewebe zerstören als auch die zelluläre Stimulation aufrechterhalten. Die 
Induktion der Apoptose im Zielgewebe setzt weitere Entzündungsmediatoren frei und sorgt 
so für ein Voranschreiten der Schädigung des Gewebes. [Ferrara, 2000]. 
 
Das klinische Erscheinungsbild der Erkrankung lässt eine Unterteilung in eine akute und eine 
chronische Form der GvHD zu. Die akute Form tritt als klassische akute GvHD innerhalb der 
ersten 100 Tage nach KMT auf und zeigt ausschließlich Symptome der akuten GvHD. 
Darüber hinaus spricht man von akuter GvHD, wenn die Zeichen der akuten GvHD länger 
als 100 Tage persistieren, nach 100 Tagen rezidivieren oder nach 100 Tagen erstmals 
auftreten. Bei der chronischen GvHD gibt es kein Zeitlimit. Man spricht von klassischer 
chronischer GvHD, wenn nur Zeichen der chronischen GvHD vorliegen, unabhängig von der 
Zeit die seit der KMT vergangen ist. Das Overlap-Syndrom wird ebenfalls als chronische 
GvHD bezeichnet. Unter diesem Begriff versteht man ein Mischbild aus der akuten und 
chronischen GvHD. Es liegen also klinische Zeichen der akuten und chronischen GvHD 
nebeneinander vor. 
Die Einteilung der GvHD nur in Bezug auf das zeitliche Auftreten der Symptome (<100 Tage 
akute GvHD, >100 Tage chronische GvHD) ist nicht mehr aktuell. 
 
Die Haupteffektorzellen der GvHD sind die T-Zellen, welche die Peptid-MHC-Komplexe des 




Expansion der aktivierten T-Zellen, deren zytolytische Aktivität sich gegen das 
Empfängergewebe richtet und eine Entzündungsreaktion darstellt. Die Hauptzielorgane der 
akuten GvHD sind die Haut, der GI-Trakt und die intrahepatischen Gallengänge. Ein 
Symptom der Haut ist zum Beispiel ein makulopapuläres Exanthem, das je nach Grad der 
Ausprägung der GvHD nur eine einzelne Körperpartie oder auch den gesamten Körper 
betreffen kann. Die klinische Manifestation der Erkrankung in der Leber macht sich durch 
erhöhte Werte von Bilirubin und Alkalischer Phosphatase bemerkbar [Vogelsang et al., 
2003]. In ausgeprägten Fällen kann es auch zu Aszites und Lebervergrößerung kommen. 
Die gastrointestinale GvHD entwickelt sich meist parallel zu der Haut- und Leber-GvHD und 
betrifft vor allem das Colon [Stelljes et al., 2008]. Unterschiedliche Stadien der Ausprägung 
werden oft zwischen dem oberen und unteren GI-Trakt beobachtet. Es zeigen sich 
Symptome wie Übelkeit, Erbrechen, Diarrhoe und abdominelle Schmerzen. 
Eine Manifestation der GvHD in der Lunge ist ebenfalls dokumentiert [Hildebrandt et al., 
2004]. Als klinisches Bild zeigt sich ein idiopathisches Pneumonie-Syndrom [Holler et al., 
2001] und eine diffuse nichtinfektiöse Lungenentzündung, die vermutlich durch alloreaktive 
Donor-Lymphozyten verursacht wird. 
Die akute GvHD kann sich entweder vollständig zurückbilden oder in die chronische Form 
übergehen. Für die Ausbildung einer Toleranz gegenüber Alloantigenen, also dem Abklingen 
der akuten GvHD, sind verschiedene immunologische Suppressionsmechanismen 
verantwortlich. Zu nennen sind hier der Verbrauch der alloreaktiven T-Zellen durch den 
Aktivierungs-induzierten Zelltod (engl. activation induced cell death, AICD) [Gonzalez et al., 
2002], die Anergie, die negative Selektion nachreifender T-Lymphozyten im Thymus des 
Empfängers sowie die aktive Suppression alloreaktiver T-Lymphozyten durch regulatorische 
T-Zellen [Perreault et al., 1989; Johnson et al., 1999]. Entwickelt sich keine Toleranz, erfolgt 
der Übergang in die chronische GvHD. 
Das klinische Erscheinungsbild der chronischen GvHD ähnelt dem von Autoimmun-
Erkrankungen und tritt langfristig bei mehr als 50% aller Patienten nach allogener 
Stammzelltransplantation [Ratanatharathorn et al., 1998; Nash et al., 2000] mit einer hohen 
Morbidität und Letalität [Wingard et al., 1989] auf. Betroffen sind z.B. Organe wie Augen, 
Mund, Immun- und hämatopoetisches System und ebenfalls Haut, Leber und GI-Trakt. 
Klinische Manifestationen wie Keratokonjunktivits sicca [Holmes et al., 1989], orale 
Ulzerationen (Lichen planus) [Ratanatharathorn et al., 2001], Ösophagitis [McDonald et al., 
1986], Xerostomie [Woo et al., 1997], vaginale Ulzerationen [Corson et al., 1982; DeLord et 
al., 1999], Polyserositis [Seber et al., 1996] intrahepatische Gallengangsobstruktionen, 
obstruktive Lungenerkrankungen, Sklerodermie und Myositis [Parker et al., 1997; Mackey et 





1.2.1 Reduktion der Schwere der Transplantat-gegen-Wirt-Reaktion 
Die schwere GvHD ist eine lebensbedrohliche Komplikation nach allogener Knochenmark- 
bzw. Stammzelltransplantation. Um eine starke GvHD zu vermeiden, können Stammzellen 
von HLA-kompatiblen Spendern transplantiert werden. Auf pharmakologischer Ebene haben 
sich verschiedene Immunsuppressiva etabliert, wie z.B. Cyclosporin A und Methotrexat 
[Iravani et al., 2005]. Kommt es zur Toleranzinduktion, ist eine langfristige 
Immunsuppression nicht erforderlich. Der Einsatz der Pharmaka in der immunsuppressiven 
Therapie wird neben anderen Komplikationen limitiert durch eine erhöhte Infektionsrate. 
Die T-Zell-Depletion des Transplantats stellt eine weitere Option dar, die Schwere der GvHD 
zu reduzieren. Jedoch riskiert man gleichzeitig eine Reduktion des GvT-Effekts, eine erhöhte 
Rate an Transplantatversagen und eine erhöhte Rezidivrate [Atkinson et al., 1987; Apperley 
et al., 1988; Horowitz et al., 1990]. Die Verwendung von Antikörpern gegen CD52 (Campath-
1H, Alemtuzumab) führt zu einer Apoptose bzw. Lyse aktivierter T-Lymphozyten und somit 
zu einer Reduktion des Schweregrades sowie der Inzidenz der GvHD [Barge et al., 2006]. 
Auch Antikörper gegen den CD3-Komplex, z.B. ATG (Anti-Thymozyten Globulin), bewirken 
eine T-Zell-Depletion [Grosskreutz et al., 2003]. 
Eine Neutralisierung der während des „cytokine storm“ [Ferrara et al., 1993], der zweiten 
Phase der GvHD, freigesetzten Zytokine dient ebenfalls der Behandlung der GvHD. Zu 
nennen sind hier der IL-1 Rezeptor Antagonist IL-1ra [McCarthy et al., 1991], der 
humanisierte anti-TNF- Antikörper Infliximab [Couriel et al., 2004] und Etanercept, ein 
rekombinantes humanes TNF- Rezeptor Fusionsprotein, das TNF- blockiert und 
hauptsächlich bei der Therapie der Steroid refraktären GvHD zum Einsatz kommt [Busca et 
al., 2007]. 
Als alternativer Ansatz wird versucht, die Produktion der Entzündungszytokine zu 
unterbrechen. Experimentell konnte eine Reduktion der GvHD durch NF-B- und Histon-
Deacetylase-Inhibitoren gezeigt werden. NF-B-Inhibitoren, wie Bortezomib und PS-1145 
[Vodanovi-Jankovic et al., 2006], und der Histon-Deacetylase-Inhibitor SAHA (engl. 
suberonylanilide hydroxamic acid) [Leng et al., 2006] behindern durch Inhibition des 
intrazellulären Signalweges der Immunzellen die Zytokin-Produktion in der Initialphase der 
GvHD und bremsen damit die Ausbildung des inflammatorischen Milieus. SAHA scheint 
besonders die durch LPS aktivierte Zytokin-Produktion negativ zu beeinflussen. Beide 







Schon im Jahr 1956 wurde eine Transplantat-gegen-Tumor-Reaktion in Assoziation mit einer 
GvHD postuliert. Bei allogen transplantierten Mäusen, jedoch nicht in der syngen 
transplantierten Kontrollgruppe, konnte damals eine Eradikation von leukämischen Zellen 
nachgewiesen werden [Barnes et al., 1956]. In klinischen Studien wurde gezeigt, dass das 
Auftreten einer akuten oder chronischen GvHD signifikant mit einer verminderten Rezidivrate 
von Malignomen korreliert. Dies gilt für akute und chronische Leukämien, 
myelodysplastische Syndrome, Lymphome, multiple Myelome und einige solide Tumore, wie 
z.B. Mamma- und Ovarial-Karzinome, Nierenzellkarzinome sowie einige gastrointestinale 
Tumore [Kolb et al., 2004]. Erklärt wird diese Reduktion der Tumor-Rezidivrate nach 
allogener Knochenmarktransplantation durch eine Immunantwort der cotransplantierten 
Immunzellen gegen die Tumorzellen des Empfängers. Dieser Antitumoreffekt wird 
Transplantant-gegen-Tumor- (engl. graft-versus-tumor, GvT) bzw. Transplantat-gegen-
Leukämie- (engl. graft-versus-leukaemia, GvL) Reaktion genannt. 
 
Verschiedene Subpopulationen der T-Lymphozyten (CD4+, CD8+) sind die Effektorzellen der 
Transplantat-gegen-Tumor-Reaktion [Stelljes et al., 2004]. Für eine erfolgreiche Therapie 
von Rezidiven nach allogener Knochenmarktransplantation kann die alleinige 
Donorlymphozyten-Transfusion ausreichend sein [Mandigers et al., 2003; Takami et al., 
2005; Smetak et al., 2008]. Darüber hinaus scheinen auch Natürliche Killerzellen eine Rolle 
zu spielen [Ruggeri et al., 2005]. 
Verschiedene Zytokine, wie Interferon- (IFN-) und Tumor-Nekrose-Faktor- (TNF-) 
scheinen bei der Entstehung der GvT-Reaktion mit verantwortlich zu sein [Holler, 2002]. So 
zeigt sich bei Interferon- defizienten Donor-Lymphozyten ein abgeschwächter GvT-Effekt, 
bei gesteigerter systemischer GvHD [Yang et al., 2002]. Durch Inhibition der Wirkung von 
TNF mittels Antikörpern wird ebenfalls die Stärke der GvT-Reaktion reduziert [Schmaltz et 
al., 2003]. Die Wirkung des TNF wird vermutlich über verschiedene Rezeptoren vermittelt. 
Der TNF-Rezeptor-1 ist wahrscheinlich an der Expansion der Donor-T-Zellen [Hill et al., 
1999], der TNF-Rezeptor-2 an der Pathogenese der gastrointestinalen GvHD beteiligt 
[Brown et al., 2003]. 
 
Die Zielstrukturen der tumorspezifischen Immunantwort sind Peptide von Tumorzellen, die 
den T-Zellen mittels MHC-Molekülen präsentiert werden. Diese so genannten 
Tumorassoziierten Antigene (TAA) werden von Tumor-spezifischen T-Zellen erkannt, da sie 
von normalen Zellen entweder überhaupt nicht oder mit einem quantitativen Unterschied 
exprimiert werden. Unterteilt werden die TAA in mehrere Kategorien, von denen im 




Als Erstes sind die TAA zu nennen, die spezifisch nur von Tumorzellen gebildet werden. Sie 
werden daher auch als tumorspezifische Antigene (TSA) bezeichnet. Diese Antigene sind die 
Folge von Punktmutationen oder Gen-Umlagerungen. Die Punktmutationen können zur 
Präsentation von neuen, normalerweise nicht präsentierten Peptiden oder zur Präsentation 
modifizierter Peptiden über MHC-Klasse I Moleküle führen. Ein Beispiel für die Gen-
Umlagerung ist das Fusion-Gen BCR/ABL, das mit der chronisch myeloischen Leukämie 
(CML) in Verbindung gebracht wird. Das BCR/ABL entsteht durch Fusion des abl- (Abelson 
Leukämie Virus) Onkogens von Chromosom 9 mit bcr (breakpoint cluster region) von 
Chromosom 22 [Warmuth et al., 1999; Maru, 2001]. Es entsteht die Synthese eines neuen 
Proteins, einer Tyrosinkinase. 
Eine zweite Gruppe der TAA umfasst die deutlich überexprimierten Peptide auf Tumorzellen 
im Vergleich zu normalen Zellen. CEA (engl. carcinoembryonic antigen) [Hallermalm et al., 
2007] und HER2/neu [Kobayashi et al., 2000] sind hier als Beispiel zu nennen. HER2/neu ist 
ein Tyrosinkinase-Rezeptor, der in vielen Adenokarzinomen, neben anderen bei Mamma- 
und Ovarialkarzinomen, überexprimiert wird. CEA findet sind hauptsächlich bei Karzinomen 
des Kolons, des Magens und des Pankreas. 
Des Weiteren zählen zu den Tumorantigenen auch Produkte onkogener Viren, wie die 
Proteine E6 und E7 des humanen Papillomavirus (HPV) 16, die beim Cervixkarzinom 
gebildet werden, und das EBNA-1 Protein des Epstein-Barr-Virus. Die Immunogenität dieser 
Antigene wird unter anderem durch den Expressionsgrad der prozessierten Peptidsequenz 
sowie durch den Grad der Präsentation über die MHC-Klasse I-Moleküle beeinflusst. 
Die Tumorantigene und die polymorphen Minorhistokompatibilitätsantigene sind die 
Zielstrukturen der GvT-Reaktion. Die Identifizierung dieser Antigene ermöglicht die 
Tumorvakzinierung z.B. gegen die oben erwähnten Tumorantigene durch die Viren HPV und 
EBV, bei der die tumorspezifische Immunantwort durch zytotoxische T-Lymphozyten gezielt 
steuerbar ist, ohne die GvHD zu beeinflussen [Xue & Strauss, 2007]. 
 
1.4 Ansätze zur Trennung der Transplantat-gegen-Wirt- von der Transplantat-
gegen-Tumor-Reaktion 
In der Literatur werden verschiedene Ansätze zur Trennung der GvH- von der GvT-Reaktion 
beschrieben. Ein Versuch besteht in der T-Zell Depletion in Kombination mit der 
Unterstützung der Rekonstitution des Immunsystems mittels IL-7. IL-7 beschleunigt im 
murinen Modell die T-Zell Rekonstitution über den Thymus abhängigen Weg ohne die GvHD 
zu verstärken [Alpdogan et al., 2001]. Eine Trennung von GvT und GvHD scheint mit einer 
selektiven Depletion alloreaktiver T-Zellen über einen photodynamischen Reinigungsprozess 
[Chen et al., 2002] möglich zu sein. In Experimenten ist auch die Gabe eines monoklonalen 




Des Weiteren konnte eine Trennung der Effekte durch Infusion von Donor-Lymphozyten 
(engl. donor lymphocyte infusion, DLI) in Tiermodellen gezeigt werden [Johnson et al., 1993; 
Johnson & Truitt, 1995; Mapara et al., 2002]. Beim Menschen dagegen löst die DLI-Therapie 
bei schätzungsweise 50% eine signifikante GvHD aus [Kolb et al., 1995; Levine et al., 2002]. 
Ein Anti-Tumor-Effekt ohne akute GvHD konnte jedoch in einer Studie nach CD4-
angereicherter DLI gezeigt werden [Soiffer et al., 2002]. 
Ein anderer Trennungsansatz besteht in der Modifikation des Th1/Th2-Verhältnisses und der 
Balance der zytotoxischen T-Zell-Subpopulationen 1 und 2 (Tc1/Tc2). So zeigen Ergebnisse 
einer Studie nach Gabe von Th2-Zellen einen kurativen GvT-Effekt bei Reduktion der GvHD 
[Zeis et al., 2001]. Die Beeinflussung der Th1/Tc1-Zellen kann nach dieser Studie für eine 
optimale Steuerung des GvT-Effekts eingesetzt werden, die Th2-Zellen für die Behandlung 
der GvHD. 
Im Bereich der Modulation von Zytokinen sind mehrere Studien zu erwähnen. Die 
Neutralisierung des Entzündungszytokins IL-1- [Hill et al., 1999] und des in den 
Blutkreislauf translozierten Bakterienbestandteils LPS [Cooke et al., 2001] führen zu einer 
Reduktion der GvHD bei gleich bleibendem GvT-Effekt. Ähnliche Ergebnisse konnten auch 
für die Therapie mit Fas-Ligand-defizienten T-Zellen [Tsukada et al., 1999] und TRAIL (engl. 
TNF-related apoptosis-inducing ligand, TNF-vermittelter Apoptose-induzierter Ligand) 
[Schmaltz et al., 2002] gezeigt werden. 
Die Beeinflussung der Chemokine gilt als viel versprechender Ansatz zur Trennung der 
GvHD vom GvT-Effekt [Fowler, 2006]. Durch Inhibition des Chemokins CCL17, das 
gewebespezifisch in den Epithelzellen der Haut gebildet wird, wird die T-Zell Migration in die 
Haut gestoppt. Ohne den GvT-Effekt zu modulieren, könnte so die Haut-GvHD verhindert 
werden [Reiss et al., 2001]. Des Weiteren scheint die Inhibition des von den 
Darmepithelzellen gebildeten Chemokins CCR9 die T-Zell Migration in den Darm zu 
verhindern, was zu einer Reduktion der intestinalen GvHD bei erhaltenem GvT-Effekt führt 
[Kunkel et al., 2000]. Ein ähnlicher Wirkungsmechanismus besitzt das Immunsuppressivum 
FTY720. Im murinen Modell konnte eine Abschwächung der GvHD mit gleichbleibendem 
GvT-Effekt gezeigt werden [Kim et al., 2003]. FTY720 ist ein Sphingosin-1-Phosphat 
Rezeptor Agonist, der die T-Zellen im sekundären lymphatischen Gewebe zurückhält und so 
die Ausbildung der GvHD verhindert. 
Trotz zahlreicher Studien zu dem Thema Trennung von GvHD und GvT bleibt die Frage, ob 
diese Trennung überhaupt möglich ist, weiter offen. Eventuell ist dies nur experimentell bei 






1.5 Murines Transplantationsmodell zur getrennten Untersuchung von GvHD 
und GvT 
Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Einfluss von KGF auf die GvH-Reaktion und den GvT-
Effekt in einem MHC-Klasse-I inkompatiblen murinen Transplantationsmodell untersucht. 
Hierbei handelt es sich um eine haploidente Spender-/Empfängerkonstellation (so genanntes 
parent-into-F1-Modell). Für die allogene Transplantation wurden als Knochenmarkspender 
C57BL/6- (H-2b) bzw. BALB/c- (H-2d) und als Empfänger F1- (C57BL/6 x BALB/c) (H-2bxd) 
Mäuse verwendet. Die syngene Kontrollgruppe erhielt Knochenmark von F1- (C57BL/6 x 
BALB/c) Tieren, es wurde also von F1 nach F1 transplantiert (s. Abb. 1). Um sicher zu 
stellen, dass der GvT-Effekt getrennt von der GvH-Reaktion untersucht werden konnte, 
wurde ein Tumor gewählt, der syngen zu den Spendertieren war. F1-Empfängern mit 
C57BL/6- (H-2b) Tieren als Spender wurden Zellen des Karzinoms LLC (H-2b) appliziert. 
Zellen des Myeloms MPC-11 (H-2d) wurden bei BALB/c- (H-2d) Spendern verwendet (zum 
Versuchsablauf s. 3.3.7). Somit konnte die durch transplantierte Immunzellen ausgelöste 
GvH-Reaktion sich nur gegen den Empfänger richten, nicht jedoch gegen den Tumor. Die 
Anti-Tumor-Reaktion erfolgte nur über tumorassoziierte Antigene. 
Die Beurteilung des Einflusses von KGF auf GvHD-Reaktion und GvT-Effekt wurde so 





Abb. 1: Parent-into-F1-Modell zur Induktion der GvHD. Nach Transplantation von C57BL/6- (H-2b) bzw. 
BALB/c- (H-2d) kommt es auf Grund der MHC-Inkompatibilität zur GvH-Reaktion. Bei syngener 
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Der Keratinozyten-Wachstumsfaktor (KGF, engl. keratinocyte growth factor) ist ein 
monomeres Protein aus der Gruppe der Fibroblasten-Wachstumsfaktoren (FGF, engl. 
fibrobast growth factor). Die Gruppe der FGF umfasst mehr als 20 Wachstumsfaktoren, die 
verschiedene Aufgaben in der Regulation der Zellproliferation, Migration und Wundheilung 
übernehmen. Der FGF-7, auch KGF genannt, wird von Zellen mesenchymalen Ursprungs, 
wie z.B. Fibroblasten, mikrovaskulären Epithel- und glatten Muskelzellen, gebildet. Die 
Bindung erfolgt über einen Subtyp des FGF-Rezeptors (FGFR2b), der von Epithelzellen 
exprimiert wird [Miki et al., 1991]. Die spezifische Expression des Rezeptors und die hohe 
Spezifität von KGF für FGFR2b sind die Ursachen für die überwiegende epitheliale Wirkung 
des KGF [Finch & Rubin, 2004]. Epithelzellen verschiedener Organe, wie z.B. Haut, 
Haarfollikel, Lunge, Prostata und Brust, werden zur Proliferation und Differenzierung 
stimuliert. Auf Grund des Zusammenhangs, dass KGF von mesenchymalen Zellen gebildet 
wird und spezifisch auf epitheliale Zellen wirkt, ist eine parakrine Signalwirkung des KGF in 
Bezug auf die mesenchymal-epitheliale Kommunikation anzunehmen [Finch & Rubin, 2004]. 
 
KGF wurde auf Grund seine mitogenen Wirkung auf eine Keratinozyten-Zelllinie der Maus 
entdeckt [Rubin et al., 1989]. Gezielte KGF Stimulation basaler Keratinozyten einer sich 
entwickelnden Maus-Epidermis verursachte eine Verdickung und ein geändertes 
Differenzierungsmuster des epidermalen Gewebes [Guo et al., 1993]. Neben der 
gesteigerten Proliferation der Basalzellen induziert KGF zusätzlich die Proliferation von 
Keratinozyten, die sich in der suprabasalen Schicht der Epidermis befinden [Andreadis et al., 
2001]. 
 
In vitro und in vivo Studien haben neben den mitogenen Wirkungen anti-apoptotisch 
zytoprotektive, angiogenetisch regenerative und antimikrobielle Effekte im Epithelgewebe für 
das KGF zeigen können. Im Einzelnen schützt KGF unter anderem Darmepithelzellen, 
Hepatozyten [Housley et al, 1994], Hautkeratinozyten [Pierce et al, 1994], Alveolar Typ II-
Zellen [Panos et al, 1993], das Epithel der Brustdrüse [Ulich et al, 1994] und das Urothel [Yi 
et al, 1995]. Dieser Schutz ergibt sich aus dem Zusammenwirken multipler Mechanismen, 
die gemeinsam die Integrität des Epithels stärken. Zu diesen Mechanismen zählen Sekretion 
von Surfactant, verstärkter aktiver Ionen-Transport, DNA Reparatur und Induktion von 
Enzymen, die an der Beseitigung von Sauerstoffradikalen beteiligt sind [Koria & Andreadis, 
2007]. In präklinischen allogenen Transplantationsmodellen konnte eine Reduktion der 
Serum Lipopolysaccharide und des TNF--Spiegels, also Faktoren, die den Schweregrad 
der GvHD mitbestimmen, durch KGF nachgewiesen werden [Cooke et al., 1998; Krijanovski 




Wundheilung der Haut [Escámez et al., 2004]. In der gesunden Haut ist nur eine geringe 
Konzentration des Wachstumsfaktors nachweisbar. Nach einer Verletzung jedoch steigt die 
Expression des KGF innerhalb von 24 Stunden in den Fibroblasten nahe der Wunde deutlich 
an [Werner et al., 1992]. Bei Psoriasis ist KGF ebenfalls vermehrt feststellbar [Finch et al., 
1997]. Mäuse mit einem KGF-Rezeptor Defekt zeigen eine gestörte Wundheilung, bei Tieren 
mit einer verminderten KGF Synthese dagegen heilen die Wunden normal aus. 
Möglicherweise wirken andere Wachstumsfaktoren aus der FGF Gruppe, z.B. FGF-10 oder 
FGF-22, dem KGF Mangel kompensatorisch entgegen [Koria & Andreadis, 2007]. Auch 
exogenes KGF fördert signifikant die Epithelialisierung von Wunden im Tiermodell und 
darüber hinaus die Bildung von Granulationsgewebe. Bei Mäusen in diabetischer 
Stoffwechsellage konnte eine Beschleunigung des Wundverschlusses und eine Reduktion 
der Entzündungsreaktion gezeigt werden [Marti et al., 2004]. 
 
Zurzeit wird rekombinantes humanes KGF (Palifermin, Handelsname Kepivance) in 
klinischen Studien zur Behandlung von oraler Mukositis als Folge einer Radiochemotherapie 
untersucht. In mehreren Untersuchungen mit Patienten, die auf Grund von hämatologischen 
Neoplasien eine Hochdosis-Chemotherapie und Bestrahlung vor der 
Knochenmarktransplantation erhielten, konnte mit der Palifermin Behandlung eine statistisch 
signifikante Reduktion sowohl der Inzidenz als auch der Dauer der oralen Mukositis erreicht 
werden [Stiff et al., 2006; Nasilowska-Adamska, et al., 2007]. Darüber hinaus wäre es 
denkbar, dass die Behandlung weitere akute und chronische Nebenwirkungen der 
Radiochemotherapie in Bezug auf Epithelien reduzieren könnte. 
 
Der Einsatz von KGF bei Patienten mit Tumoren epithelialen Ursprungs, die durch 
Radiochemotherapie an oraler Mukositis leiden, ist umstritten. Es stellt sich die Frage, ob 
KGF das Wachstum und die Metastasierung maligner epithelialer Tumore fördert, die Zellen 
mit seiner zytoprotektiven Wirkung schützt oder sogar gegen Chemotherapeutika resistenter 
macht. Dieses Problem ergibt sich nur bei epithelialen Tumoren, da sie anders als 
hämatologische Zellen, den KGF-Rezeptor FGFR2b besitzen. Ob und welche Rolle KGF in 
der Tumorigenese epithelialer Zellen spielt, wird zurzeit noch kontrovers diskutiert. 
Ziel der Arbeit 
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2. Ziel der Arbeit 
 
Die Knochenmark- bzw. Blutstammzelltransplantation wird bereits seit längerem bei der 
Behandlung von Neoplasien des hämatopoetischen Systems eingesetzt. Eine wesentliche 
Komplikation der allogenen Stammzelltransplantation stellt die Transplantat-gegen-Wirt-
Reaktion dar, die durch eine Immunreaktion der Spenderzellen gegen das 
Empfängergewebe charakterisiert ist. Neben Rezidiven der Grunderkrankung gilt die GvHD 
als Hauptursache für die erhöhte Morbidität und Letalität nach allogener 
Stammzelltransplantation. Es gibt daher zahlreiche therapeutische Ansätze zur Reduktion 
der Schwere der GvHD. Da die Transplantat-gegen-Wirt- und Transplantat-gegen-Tumor-
Reaktion eng miteinander assoziiert sind, wird zurzeit darüber hinaus an der Trennung der 
GvHD und GvT-Reaktion geforscht, mit dem Ziel bei reduzierter GvHD den GvT-Effekt zu 
erhalten. 
 
In dieser Arbeit sollte der Einfluss von rekombinantem humanem KGF (rHuKGF), auch 
Palifermin genannt, (bereitgestellt von Amgen Inc., Thousand Oaks, USA) auf die Schwere 
der GvHD und die Tumorprogression nach allogener Knochenmarktransplantation untersucht 
werden. 
 
Die GvHD wird nach der Konditionierungstherapie (TBI) unter anderem durch die 
Translokation bakterieller Bestandteile, vor allem LPS, aus dem Darmlumen ins Blut 
beeinflusst. Eine vermehrte Ausschüttung von Entzündungszytokinen ist die Folge. KGF 
wirkt stimulierend auf die Proliferation der Darmschleimhaut und reduziert so die 
Translokation und damit indirekt die Ausschüttung der Zytokine [Cooke et al., 1998; 
Krijanovski et al., 1999]. Die Konsequenz dieser Wirkung auf die GvH- und GvT-Reaktion 
sollte in dieser Arbeit untersucht werden. Des Weiteren sollte eine mögliche Beeinflussung 
der Nährstoffresorption durch den Einfluss von KGF auf die Darmmukosa analysiert werden. 
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3. Material und Methoden 
 
3.1 Material 
Chemikalien und Verbrauchsmaterial 
Alle verwendeten Chemikalien und Fertiglösungen besaßen mindestens den Reinheitsgrad 
p.a. und wurden von folgenden Firmen bezogen: Bender Med-Systems (Wien, Österreich), 
Boehringer (Mannheim), Difco (Kansas City, USA), Invitrogen (Hamburg), Merck 
(Darmstadt), PAA Laboratories GmbH (Pasching), Roche (Mannheim) und Sigma-Aldrich 
(Steinheim). 
Verbrauchsmaterialien stammten von folgenden Firmen: Becton Dickison (Heidelberg), 




Analysegeräte: Sysmex KX-21 (TOA Medical Electronics Co, Ltd, Kobe, Japan); 
FACSCalibur 4CA (Becton Dickison, Heidelberg) 
Mikroskop: Axiovert 25 (Zeiss, Jena) 
Neubauer Zählkammer: Blaubrand (Wertheim) 
Waage: Mettler Toledo PB1502 
Zentrifugen: Megafuge 3.OR (Heraeus, Hanau); Centrifuge 5417R (Eppendorf, Hamburg) 
 
3.1.1 Herstellung von Gebrauchslösungen 
Cell Dissociation Solution / Zell-Ablösungspuffer 
Die Cell Dissociation Solution entstand durch Zusammengeben von 0,04 M Tris-HCl-, 1 mM 
EDTA- und 0,15 M NaCl-Lösung. Die Lösung wurde auf pH 7,4 eingestellt und steril filtriert. 
 
Serumfreies Medium 
In 500 ml RPMI 1640-Medium wurden 5 ml Penicillin/Streptomycin (10000 Units/10 mg/ml), 
10 ml Glutaminlösung (200 mM) und 5 ml Natriumpyruvatlösung (100 mM) steril pipettiert. 
 
Zellkulturmedium 
In 500 ml RPMI 1640-Medium wurden 50 ml hitzeinaktiviertes FCS (1 h bei 56°C), 5 ml 
Penicillin/Streptomycin (10000 Units/10 mg/ml), 10 ml L-Glutaminlösung (200 mM) und 5 ml 
Natriumpyruvatlösung (100 mM) steril pipettiert. 
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Injektionslösung der Mäuse der Kontrollgruppe 
0,5 g kristallines BSA wurden in 500 ml PBS (-CaCl2, -MgCl2) gelöst. 100 µl dieser Lösung 
wurden pro Maus s.c. injiziert. 
 
Injektionslösung der Mäuse der KGF-Gruppe 
Es wurde eine KGF-Lösung mit einer Konzentration von 1 mg/ml in 0,1% BSA + PBS           
(-CaCl2, -MgCl2) hergestellt. Pro Maus wurden 100 µl der Lösung s.c. injiziert. 
 
Narkoselösung 
Für die Herstellung von 14 ml Narkoselösung wurden 2,5 ml Ketamin (10%), 2,0 ml Xylazin 
(2%) und 9,5 ml einer 0,9%igen NaCl-Lösung zusammengegeben. 
Xylazin eliminiert die Muskelkrämpfe, die nach der Ketamininjektion auftreten, verlängert die 
Analgesiedauer und ermöglicht es, die Dosis an Ketamin zu reduzieren. Außerdem haben 
die Tiere eine ruhigere Aufwachphase. 
 
3.1.2 Zelllinien 
Als Tumorzelllinien wurden in diesem Transplantationsmodell das Myelom MPC-11 (H-2d) 
[Laskov et al, 1971] aus dem gezüchteten Mausstamm BALB/c und das Karzinom LLC1 (H-
2b) aus dem gezüchteten Mausstamm C57BL/6 [Bertram & Janik, 1980] verwendet. 
 
3.1.3 Verwendete Tierstämme 
Die Arbeit wurde mit Mäusen der Inzuchtstämme C57BL/6 (H-2b), BALB/c (H-2d) und der F1-
Generation aus der Kreuzung beider Tiere (C57BL/6 × BALB/c) (H-2bxd) durchgeführt. Die 
Tiere wurden entweder in der Zentralen Tierexperimentellen Einrichtung (ZTE) der 
Universität Münster gezüchtet oder von Charles River (Bad Sulzfeld) bezogen. 
Ausschließlich weibliche Tiere wurden verwendet, die zum Zeitpunkt der Transplantation 8-
12 Wochen alt waren und 19-21g wogen. 
Alle Mäuse wurden in sterilen Käfigen bei 22 ± 2°C, 50-60% Luftfeuchtigkeit, kontrollierter 
Luftumwälzung und natürlichem Tag-Nacht-Wechsel gehalten. Sie erhielten sterilisiertes 
Futter (pelletierte Standarddiät, Altromin 1324) und sterilisiertes mit Antibiotika versetztes 
Wasser (Cotrimoxazol 200mg/l) zur freien Verfügung. 
Der Umgang mit den Tieren entsprach dem Tierschutzgesetz. Die Versuche wurden im 
Rahmen der genehmigten Tierversuchsanträge 50.0835.1.0 (G7/2003) vom 04.03.2003 und 
50.0835.1.0 (G5/2005) vom 24.03.2005 durchgeführt (s. Anlagen). 
 
 





Alle Zelllinien wurden in liegenden Kulturflaschen im Brutschrank bei 37°C, 95% 
Luftfeuchtigkeit und 5% CO2 gehalten. Als Medium diente das unter 3.1.1 beschriebene 
Zellkulturmedium. 
Bei einer Konfluenz von mehr als 75% wurden die adhärent wachsenden Tumorzelllinien zur 
Passage und zur Ernte mit dem oben beschriebenen Zell-Ablösungspuffer behandelt. Zuerst 
wurde das verbrauchte Zellkulturmedium abgenommen und die Zellen mit PBS-Puffer 
gespült. Anschließend wurden die Tumorzellen mit 10 ml des Zell-Ablösungspuffers für 10 
Minuten im Brutschrank bei 37°C inkubiert. Das Abstoppen der Reaktion erfolgte durch 
Zugabe von kaltem Zellkulturmedium in einem Verhältnis von 1:1. Nach Zentrifugation (1200 
U/min; 10 min; 4°C) wurden die Tumorzellen in 15 ml Zellkulturmedium suspendiert und 1:3 
gesplittet. Die Subkultivierung mit 25 ml frischem Zellkulturmedium wurde je nach 
Wachstumsdichte der Tumorzellen alle 3-4 Tage durchgeführt. 
Bei den nicht adhärent wachsenden Tumorzelllinien wurde der Arbeitsschritt direkt mit der 
Zentrifugation begonnen. 
Zur Verwendung der Zellen in einem Versuch wurden sie in 10 ml serumfreien Medium 
aufgenommen und anschließend gezählt. Dazu wurde ein Aliquot der Zellsuspension 1:10 
mit Trypanblau verdünnt. Trypanblau wird von vitalen Zellen nach Diffusion in die Zelle durch 
aktiven Transport wieder ausgeschleust und erlaubt somit den Ausschluss von toten Zellen 
in der Zählung. Die Neubauer-Zählkammer wurde ausreichend mit dieser Verdünnung 
befüllt. Zur Bestimmung der Zellzahl wurden 4 Großquadrate ausgezählt und daraus der 
Mittelwert gebildet. Der Mittelwert ergibt unter Berücksichtigung des Verdünnungsfaktors und 
des Kammerfaktors (104) die Zellzahl pro ml. 
Mittelwert der gezählten Zellen x Verdünnungsfaktor x Zählkammerfaktor 
 
Die für den jeweiligen Versuch gewünschte Zellkonzentration konnte anschließend über 
entsprechende Verdünnung eingestellt werden. 
 
3.2.2 Zytokin-Messung 
Für die Zytokin-Messung wurde das Serum der Mäuse benötigt. Das ohne Zusatz von 
Antikoagulantien abgenommene Blut (s. 3.3.6) wurde deshalb für 10 min bei 4°C mit 14000 
U/min in einer Tischzentrifuge (Centrifuge 5417R, Eppendorf, Hamburg) zentrifugiert. 20 µl 
des Überstandes wurden abpipettiert und bis zur Messung bei -20°C gelagert. 
Das Zytokin-Assay war von Bender Med-Systems und wurde nach Herstellerangaben 
durchgeführt. Das Kit basierte auf der Detektion der Zytokine mittels Fluoreszensfarbstoff 
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markierter Beads, die anschließend im FACSCalibur (FACSCalibur 4CA, Becton Dickison, 
Heidelberg) erfasst und quantifiziert wurden. Gemessen wurden die Zytokine IL-1, IL-2, IL-
4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-17, TNF- und GM-CSF. Die Auswertung erfolgte mit Hilfe der von 
Bender Med-Systems mitgelieferten Software (BMS Flow Cytomix Software). 
Die Blutentnahmen erfolgten vor Versuchsbeginn an Tag -4, an Tag -1 und im weiteren 
Versuchsverlauf wöchentlich an den Tagen 6, 13, 20 und 27. 
 
3.2.3 PET-Untersuchung 
Die Positronenemissionstomographie (PET) ist ein bildgebendes Verfahren und gehört zu 
den Diagnosemethoden der Nuklearmedizin. Es handelt sich um eine funktionelle 
Bildgebung, bei der die Stoffwechselaktivität von Organen und Geweben beurteilt werden 
kann. Im Kleintier-PET der Universitätsklinik Münster wurde den Mäusen eine Stunde vor der 
Messung eine radioaktiv markierte Glukoselösung (18Fluordesoxyglukose, FDG) intravenös 
appliziert. Diese Glukose wird auf normalem Wege von den Tieren verstoffwechselt und 
reichert sich in Geweben mit erhöhtem Glukosebedarf an, wie z.B. im Herzen, 
Entzündungsherden und Tumorgewebe. Durch die Messung der Anzahl der Zerfälle des 
radioaktiven Markers lassen sich Aussagen über die Stoffwechselaktivität der Gewebe 
machen. 
 
In unserem Versuch diente die PET-Untersuchung zum Nachweis der GvHD im Darm und 
zur genaueren Lokalisierung der Entzündungsreaktion im GI-Trakt. Die Untersuchung 
erfolgte an den Tagen 3, 13 und 21 nach der Knochenmarktransplantation. 
 
3.2.4 Darm-Histologie 
Im Anschluss an die PET-Untersuchung der Mäuse wurden diese entsprechend der 
Tierschutzbestimmungen euthanasiert und die Dünn- und Dickdärme der Tiere präpariert. 
Nach Ausspülung und Reinigung mit PBS wurden die Därme in Formalin-Lösung (3,5%) 
fixiert. Die histologische Aufbereitung der Präparate erfolgte im pathologischen Institut der 
Universitätsklinik Münster. Angefärbt wurden die Schnittpräparate mit der Hämatoxylin-Eosin 
(HE)-Färbung. 
 
3.2.5 Statistische Auswertung 
Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe des Computerprogramms SPSS für Windows, 
Version 14.0, über den Mann-Whitney-Test. Die Kaplan-Meier-Überlebenskurve wurde über 
den Log Rank-Test ebenfalls mit diesem Programm berechnet. 





Die Empfängermäuse wurden in der Strahlentherapie der Universitätsklinik Münster zur 
Konditionierung 24 Stunden vor der Knochenmarktransplantation mit einer Dosis von 9 Gy 
mit einer Kobalt60-Quelle bestrahlt. 
Zur Bestrahlung wurden die Mäuse in eine eigens hierfür entwickelte Plexiglas-Box gesetzt, 
die eine ausreichende Fixierung der Mäuse für die Bestrahlung ermöglichte. So wurden alle 
Mäuse unter annähernd gleichen Bedingungen bestrahlt und Dosis-Inhomogenitäten durch 
Veränderung des Abstandes zur Strahlungsquelle vermieden. 
 
3.3.2 Allogene Knochenmarktransplantation 
3.3.2.1 Gewinnung des Knochenmarks 
Die Spendermäuse wurden mit CO2 euthanasiert und anschließend mit Ethanol (70%) 
desinfiziert. Die Präparation erfolgte mit desinfizierten Scheren und chirurgischen Pinzetten. 
Zunächst wurden die unteren Extremitäten entfernt, von Haut und Muskulatur befreit und die 
Knochen (Femur und Tibia) in sterilem PBS auf Eis gelegt. Die Röhrenknochen wurden unter 
sterilen Bedingungen mit der Schere eröffnet und mit PBS ausgespült. Um mögliche 
Knochenstückchen und andere Verunreinigungen zu entfernen und die Zellen zu vereinzeln, 
wurde die Suspension durch ein feines Nylonsieb gegeben (Maschenweite 100 µm). 
Anschließend wurden die Zellen 10 Minuten bei 4°C und 1200 U/min abzentrifugiert. 
Aufgenommen wurden die Zellen im serumfreien Medium, mit Hilfe des Analysegerätes 
Sysmex KX-21 (TOA Medical Electronics Co, Ltd, Kobe, Japan) wurde die absolute Zellzahl 
bestimmt. Die für die Transplantation benötigte Zellzahl von 2x107 Zellen/200 µl wurde 
ebenfalls mit serumfreiem Medium eingestellt, indem die Lösung erneut zentrifugiert und die 
Zellen im entsprechenden Volumen serumfreien Medium aufgenommen wurden. 
 
3.3.2.2 Gewinnung der Milzzellen 
Da anders als beim Menschen der T-Zell-Gehalt des Knochenmarks bei Mäusen zu gering 
ist, um eine GvHD zu induzieren, müssen in diesem Versuchsmodell zusätzlich diese Zellen 
aus der Milz transplantiert werden. 
Zur Gewinnung von T-Zellen wurde aus einigen Spendermäusen die Milz entfernt. Die 
Milzen wurden unter sterilen Bedingungen entnommen und in PBS auf Eis gelagert. Die 
präparierten Milzen wurden durch Mazeration in PBS zu einer Zellsuspension verarbeitet, 
durch ein Nylonsieb gegeben, zentrifugiert und in entsprechender Menge serumfreiem 
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Medium aufgenommen. Die Endkonzentration der Milzzellen pro 200 µl wurde dem 
entsprechenden Versuch jeweils angepasst und lag zwischen 5x106 und 1x107. 
 
3.3.2.3 Transplantation 
Für die allogene Knochenmarktransplantation wurden die Knochenmark- und 
Milzzellsuspensionen im gleichen Volumenverhältnis gemischt. Das Volumen eines 
Transplantats bestand aus 400 µl, 2x107 Knochenmarkszellen und der an den Versuch 
angepassten Milzzellzahl. 
 
Die syngene Kontrollgruppe erhielt keine Milzzellen, sondern ein Gemisch aus dem gleichen 
Volumen Knochenmarkszellen und serumfreiem Medium. Das Endvolumen betrug ebenfalls 
400 µl. 
 
Die Zellen wurden mit einer sterilen Tuberkulin-Spritze in die dilatierte Schwanzvene der 
unter einer Rotlicht-Lampe erwärmten Empfängermaus injiziert. 
 
3.3.3 Nachweisparameter der Transplantat-gegen-Wirt-Reaktion 
Zur Bestimmung des Grades der GvHD wurde ein bereits bestehendes Punktesystem 
[Cooke et al., 1998] leicht modifiziert angewandt. Körperhaltung, Aktivität, Felleigenschaft 
und Hautintegrität waren die zu beurteilenden Parameter, für die, je nach Ausprägung, 0-2 
Punkte vergeben wurden. Die maximal erreichbare Punktzahl lag bei 8 Punkten. Der 
Gewichtsverlauf der Mäuse wurde gesondert bestimmt. Alle Parameter wurden jeden 
zweiten bis dritten Tag dokumentiert. 
 
3.3.4 Tumorzell-Gabe 
Die Tumorzellen wurden den Mäusen in Kurznarkose am Tag 11 nach der Transplantation 
mit einer sterilen Tuberkulin-Spritze subkutan auf dem Rücken zwischen Wirbelsäule und 
Schenkelmuskulatur injiziert. Die Zellen befanden sich in einem Volumen von 200 µl 
serumfreiem Medium. Die Anzahl der Tumorzellen variierte bei den verschiedenen 
Versuchen und wird gesondert angegeben. 
 
3.3.5 Narkoseprotokoll 
Pro Maus (ca. 20 g) wurden 100-125 µl der Narkoselösung (s. 3.1.1) intraperitoneal injiziert. 
Die Narkose begann nach etwa 5-10 min zu wirken und hielt für ca. 30 min an. 
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Für die Blutentnahmen wurden die Mäuse nach oben beschriebenem Narkoseprotokoll 
narkotisiert. Ca. 100 µl Blut wurden durch Punktion des retrobulbären Venenplexus mit einer 
Kapillare gewonnen. Zum Schutz vor Austrocknung der Augen während der restlichen 
Narkosedauer wurde Bepanthen auf die Augen gegeben. Die Mäuse wurden während der 
Narkose auf einer beheizten Unterlage gelagert, um eine Auskühlung zu vermeiden. 
 
3.3.7 Übersicht über den Versuchsablauf 
Der Tag der Transplantation wurde als Tag 0 (d0) festgelegt. Bestrahlt wurden die Tiere 24 
Stunden vor der Transplantation (Tag –1). KGF wurde an insgesamt 10 aufeinander 
folgenden Tagen zur gleichen Tageszeit s.c. injiziert, von Tag –4 bis Tag 5 (s. Abb. 2). Jede 
Maus erhielt 100 µl (1 mg/ml) KGF pro Tag. Die Gabe der Tumorzellen erfolgte an Tag 11 






















Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Einfluss von KGF auf die GvH-Reaktion und den GvT-
Effekt in einem MHC-Klasse-I inkompatiblen murinen Transplantationsmodell untersucht. 
Hierbei handelt es sich um eine haploidente Spender-/Empfängerkonstellation. Als 
Knochenmarkspender wurden C57BL/6- (H-2b) bzw. BALB/c- (H-2d) und als Empfänger F1- 
(C57BL/6 x BALB/c) Mäuse verwendet. Die syngene Kontrollgruppe erhielt Knochenmark 
von F1- (C57BL/6 x BALB/c) Tieren. Am Tag 11 nach der Transplantation wurden den 
Mäusen Tumorzellen subkutan appliziert, die syngen zu den Spendertieren waren. Die GvT-
Reaktion erfolgte so nur über die tumorassoziierten Antigene. F1-Empfängern mit C57BL/6- 
(H-2b) Tieren als Spender wurden Zellen des Karzinoms LLC (H-2b) appliziert. Zellen des 
Myeloms MPC-11 (H-2d) wurden bei BALB/c- (H-2d) Spendern verwendet. 
 
Rekombinantes humanes KGF (rHuKGF) ist ein Medikament, das sich zu Beginn dieser 
Arbeit noch in klinischen Studien befand und von der Firma Amgen Inc. (Thousand Oaks, 
USA) zur Verfügung gestellt wurde. Sein therapeutischer Effekt beruht auf der Stimulation 
von Epithelzellen zur Proliferation, wodurch die Schäden des Gastrointestinal-Trakts nach 
der Bestrahlungstherapie im Rahmen der Konditionierung reduziert werden [Krijanovski et 
al., 1999]. Dadurch ergibt sich eine Verminderung der GvHD [Vanclée et al., 2005]. 
Zugelassen ist das Präparat zur Therapie oraler Mukositis. 
 
4.1 Einfluss von KGF auf syngen transplantierte und auf native Mäuse 
Zunächst wurde der Einfluss von KGF auf nicht transplantierte und auf syngen 
transplantierte Tiere untersucht (s. Abb. 3), um eventuell durch die Transplantation 
entstandene Effekte beurteilen zu können. Zur Untersuchung des Einflusses von KGF auf 
naive Tiere, wurde unbehandelten F1- (BALB/c x C57BL/6) Mäusen KGF bzw. eine 
Kontrolllösung subkutan appliziert und der Gewichtsverlauf dokumentiert. Parallel dazu 
wurde F1- (BALB/c x C57BL/6) Mäusen F1- (BALB/c x C57BL/6) Knochenmark transplantiert 
und der Gewichtsverlauf der KGF- bzw. Kontroll-Gruppe analysiert (s. 3.3). Jede Gruppe 
bestand aus 6 Tieren. 
 
Für die nicht transplantierten Mäuse ergab sich ein Unterschied im Gewichtsverlauf bei den 
mit und ohne KGF behandelten Tieren. Während die Kontrollgruppe an Tag 8 keine und an 
Tag 32 nur eine leichte Gewichtszunahme (107% des Ausgangsgewichtes) zeigte, stieg das 
Gewicht der Tiere in der KGF-Gruppe an Tag 8 auf 111% des Ausgangsgewichtes, bis Tag 




(P<0,05). Im weiteren Versuchsverlauf wogen die mit KGF behandelten Mäuse tendenziell 
mehr als die Tiere der unbehandelten Kontrollgruppe. 
 
Zusammenfassend lässt sich für die nicht transplantierten Tiere eine Gewichtszunahme 
feststellen, die in der KGF-Gruppe stärker ausgeprägt war. Ein durch KGF bedingter nutritiv-
toxischer Effekt ist somit unwahrscheinlich. 
 
Bei der syngenen Transplantation zeigte sich ein signifikant stärkerer Gewichtsverlust an 
Tag 6 und 8 (88% des Ausgangsgewichtes) in der mit KGF behandelten Gruppe verglichen 
mit der Kontrollgruppe (98%) (P<0,05). Im weiteren Verlauf des Versuchs nahm die KGF-
Gruppe wieder an Gewicht zu und erreichte an Tag 13 das Gewicht der Vergleichsgruppe. 
Danach war kein signifikanter Unterschied beim Gewicht zwischen den mit und ohne KGF 
behandelten Mäusen festzustellen. 
In dem syngenen Transplantationsmodell ergab sich eine Verstärkung der 
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Abb. 3: Einfluss von KGF auf den Gewichtsverlauf von naiven (ohne ( ) und mit KGF ( )) und syngen 
(ohne ( ) und mit KGF ( )) transplantierten F1- (BALB/c x C57BL/6) Mäusen. 
Nach Bestrahlung von F1- (BALB/c x C57BL/6) Mäusen mit 9 Gy an Tag -1 erfolgte nach 24 
Stunden die intravenöse Applikation von 2x107 Knochenmarkzellen von F1- (BALB/c x C57BL/6) 
Mäusen. 100 µg KGF pro Tag wurde ab Tag -4 bis Tag 5 gegeben. Den naiven Mäusen wurde ohne 
weitere Behandlung über 10 Tage KGF s.c. appliziert. Beide Kontrollgruppen erhielten die 





4.2 Beurteilung der Transplantat-gegen-Wirt-Reaktion 
Da die Kriterien für die Beurteilung der Stärke der GvHD, wie z.B. Fellbeschaffenheit, 
Hautintegrität und Körperhaltung, durch KGF beeinflusst wurden, war das Punktesystem 
nach Cooke [Cooke et al., 1998] für dieses Versuchsmodell ungeeignet und wurde 
modifiziert angewandt. Eine für mehrere Versuche im BALB/c-Modell repräsentative 
Bewertung des GvHD Scores ist in Abbildung 4 dargestellt. Während die allogen ohne 
Milzzellen transplantierten Tiere ohne KGF (n=6) über den gesamten Versuchsverlauf keine 
Anzeichen einer Ausbildung der GvHD zeigten, entwickelten die allogen mit Milzzellen 
transplantierten Mäuse (je Gruppe: n=9) ab Tag 6 die charakteristischen Symptome. 
Zwischen den beiden Gruppen der mit Milzzellen transplantierten Tiere zeigte sich kein 
signifikanter Unterschied. Die Ausprägung der Symptome ließen keine Rückschlüsse auf die 
Ursache zu und könnten sowohl durch die GvHD oder KGF-Applikation bedingt sein. Zur 
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Abb. 4: Graphische Darstellung der Stärke der GvHD in Abhängigkeit von der Zeit nach der Transplantation 
mit BALB/c-Mäusen als Spendern. Abgebildet sind die Verlaufskurven der allogen ohne Milzzellen 
und ohne KGF ( ) und allogen mit Milzzellen transplantierten Mäuse (ohne ( ) und mit KGF ( )). 
Die Graphik beruht auf dem gleichen Transplantationsmodell wie Abb. 6. 
Zur Bestimmung des Grades der GvHD wurde ein bereits bestehendes Punktesystem [Cooke et al., 
1998] leicht modifiziert angewandt. 
 
Die Abbildung 5 zeigt an Versuchstag 7 eine ohne Milzzellen transplantierte und mit 
Kontrolllösung behandelte Maus (A) und zwei mit Milzzellen transplantierte Mäuse (Kontroll- 




10tägigen Applikation der Kontrolllösung bzw. KGF. Zu erkennen sind eine Maus mit 









Abb. 5:  Versuchstiere an Tag 7 nach allogener Transplantation mit 2x107 Knochenmarkzellen, aber ohne 
Milzzellen und ohne KGF(A) und mit Milzzellen nach Gabe der Kontrolllösung- (B) und KGF-Gabe 
(C). Das Transplantat bestand bei den Tieren (B) und (C) aus 2x107 Knochenmarkzellen und 1x107 
Milzzellen. 
Dargestellt ist eine gesunde Maus (A) und ein allogen mit Milzzellen transplantiertes Tier mit 




des Rückens (B). Nach KGF-Gabe (C) zeigt sich eine verstärkte Ausprägung der Symptome der 
allogenen Transplantation mit Milzzellen. Auffällig ist das deutlich fettigere Fell. 
 
Abbildung A stellt ein Tier mit normalem Befund der Augen, gesundem Fell und normaler 
Aktivität dar. Durch allogene Transplantation mit Milzzellen bedingte Veränderungen wie 
struppiges Fell, entzündlich veränderte Augen und gekrümmte Haltung des Rückens sind in 
Abbildung B sichtbar. Die mit KGF behandelte und allogen mit Milzzellen transplantierte 
Maus (C) zeigt ähnliche Symptome wie das Kontrolltier (B), jedoch in stärkerer Ausprägung. 
Besonders auffällig ist das fettig wirkende Fell. Die KGF induzierten Veränderungen fanden 
sich auch bei naiven Mäusen, waren reversibel und bildeten sich nach Absetzen des 
Medikaments in etwa 10 Tagen zurück. Äußerlich war danach kein Unterschied zwischen 
den allogen mit Milzzellen transplantierten Tieren mehr erkennbar. 
 
4.3 Einfluss von KGF im BALB/c-Modell 
In dem Transplantationsmodell mit BALB/c als Spender wurde das Wachstum des Myeloms 
MPC-11 (H-2d) [Laskov et al, 1971] aus dem gezüchteten Mausstamm BALB/c (H-2d) unter 
Einfluss von KGF analysiert. Die abgebildeten Grafiken stehen repräsentativ für drei 
Experimente. 
 
4.3.1 Gewichtsverlauf und Tumorprogression 
Die Gewichtskurven (s. Abb. 6 A) der beiden nicht-KGF-Gruppen zeigten den Unterschied 
zwischen einer an GvHD erkrankten Gruppe und einer Gruppe, die die Erkrankung nicht 
entwickelte. Die allogen ohne Milzzellen transplantierten Mäuse (n=6) verloren in den Tagen 
nach der Transplantation aus der Bestrahlung resultierend etwas an Gewicht und nahmen im 
Langzeitversuch über das ursprüngliche Ausgangsgewicht hinaus zu. Im Vergleich dazu 
zeigte die allogen mit Milzzellen transplantierte Vergleichsgruppe (n=9) eine signifikant 
stärkere Gewichtsabnahme nach der Bestrahlung an den Tagen 7 bis 9 und nach einer 
kurzzeitigen Zunahme des Gewichts einen kontinuierlichen Gewichtsverlust mit signifikanten 
Unterschieden ab Tag 23 in Folge der Entwicklung einer GvHD (P<0,05). 
 
Bei den allogen mit Milzzellen transplantierten und mit KGF behandelten Mäusen (n=9) 
konnte ein signifikant stärkerer Gewichtsverlust im Vergleich zur Kontrollgruppe zwischen 
Tag 14 und 21 beobachtet werden (P<0,05). Während dieser Phase des Experiments 
verstarben 30% der Tiere. Wie bei der syngenen Transplantation mit KGF (s. 4.1.) ergab sich 
ein additiver Effekt zwischen Bestrahlung und KGF mit Verstärkung der Gewichtsabnahme. 




von ihrem Gewichtsverlust, so dass sich ab Tag 60 kein signifikanter Unterschied mehr zu 
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Abb. 6: Einfluss von KGF auf Gewichtsverlauf (A, C) und Tumorprogression des BALB/c-Tumors MPC-11 
(B) nach allogener Transplantation ohne Milzzellen (ohne KGF ( )) und mit Milzzellen (ohne ( ) 
und mit KGF ( )) von F1- (BALB/c x C57BL/6) Mäusen mit BALB/c-Knochenmark. 
Nach Bestrahlung von F1- (BALB/c x C57BL/6) Mäusen mit 9 Gy erfolgte nach 24 Stunden die 
intravenöse Applikation des Transplantats bestehend aus 2x107 Knochenmarkzellen bzw. aus 2x107 
Knochenmarkzellen und 1x107 Milzzellen von BALB/c-Mäusen. Die subkutane KGF Gabe, 
insgesamt 1 mg pro Maus, erfolgte über einen Zeitraum von 10 Tagen, ab Tag -4 vor der 
Transplantation bis Tag 5 nach der Transplantation. An Tag 11 wurden 1x106 MPC-11-Tumorzellen 
subkutan appliziert. Im Abstand von zwei bis drei Tagen wurde das Gewicht [% des 
Ausgangsgewichtes] sowie das Tumorvolumen [mm3] ermittelt. *P<0,05. 
 
Für die Tumorprogression (s. Abb. 6 B) ergab sich ein Unterschied zwischen den allogen mit 
(n=9) und ohne Milzzellen (n=6) transplantierten Tieren ohne Einfluss von KGF. Die ohne 
Milzzellen allogen transplantierten Mäuse zeigten eine signifikant stärkere Tumorprogression 
im Vergleich zur Kontrollgruppe in mehreren durchgeführten Experimenten. In der 
abgebildeten Grafik ist die Tendenz zu erkennen. Der GvT-Effekt war in diesem 
Transplantationsmodell nachweisbar. 
Nach KGF-Gabe (n=9) konnte im Vergleich zur Kontrolle kein Unterschied in Bezug auf die 
Tumorprogression festgestellt werden. Tendenziell verändert KGF somit den GvT-Effekt 
nicht. 
 
Zusammenfassend lässt sich sagen, dass sich die Tumorprogression in beiden allogen mit 
Milzzellen transplantierten Gruppen tendenziell gleich schnell entwickelte, diese jedoch 





4.3.2 Einfluss von KGF auf das Überleben 
Für die Überlebenskurven (s. Abb. 7) wurden vier Experimente zusammengefasst und 
ausgewertet. Es zeigte sich ein uneingeschränktes Überleben in den Versuchgruppen nach 
allogener Transplantation ohne Milzzellen. Es ergab sich kein Unterschied, ob die Tiere mit 
KGF (n=6) oder mit der Kontrolllösung (n=24) behandelt wurden. 
 
 











































Abb. 7: Einfluss von KGF auf das Überleben nach allogener Transplantation mit BALB/c-Spendertieren 
ohne Milzzellen (ohne KGF ( ), mit KGF ( )) und mit Milzzellen (ohne KGF ( ), mit KGF 
( )). *P<0,001. 
Die Kaplan-Meier-Überlebenskurve wurde mit Hilfe des Computerprogramms SPSS für Windows, 
Version 14.0, erstellt. 
 
Beim Vergleich der Überlebenskurven der nicht-KGF- (n=33) mit der KGF-Gruppe (n=33) 
nach allogener Transplantation mit Milzzellen zeigte sich zu Beginn der Versuche (Tag 20) 
eine leicht erhöhte Sterblichkeit in der KGF-Gruppe. Dies spiegelte den additiven Effekt von 
KGF in Kombination mit der Bestrahlung wider, der bereits oben beschrieben wurde. Danach 
fiel ein deutlich steilerer Verlauf der Kurve der nicht-KGF-Gruppe auf. Während über 80% 
der Tiere der Kontrollgruppe bis Tag 40 verstarben, lebten zu diesem Zeitpunkt noch 60% 
der KGF-Mäuse. Bereits vor Tag 70 verstarben alle Tiere der nicht-KGF-Gruppe. Ca. 30% 






Zusammenfassend lies sich für KGF nach Bestrahlung eine erhöhte Mortalität nachweisen, 
wobei diejenigen Tiere, die überlebten, langfristig einen signifikanten Überlebensvorteil im 
Vergleich zur Kontrollgruppe hatten. 
 
4.4 Einfluss von KGF im C57BL/6-Modell 
In diesem Modellsystem wurde die Tumorprogression des Karzinoms LLC (H-2b) [Bertram & 
Janik, 1980] aus dem gezüchteten Mausstamm C57BL/6- (H-2b) bei C57BL/6- (H-2b) 
Spendertieren untersucht. Die gezeigten Abbildungen repräsentieren mehrere Experimente. 
 
In Bezug auf den Gewichtsverlauf (s. Abb. 8 A) zeigte sich bei der allogen ohne Milzzellen 
transplantierten Kontrollgruppe (n=6) ein geringer Gewichtsverlust als Folge der Bestrahlung 
und eine Gewichtszunahme im weiteren Versuchsverlauf. Für die Vergleichsgruppe mit KGF 
(n=6) ergab sich eine signifikant stärkere Gewichtsabnahme nach der Bestrahlung an Tag 6 
(P<0,05). Ab Tag 8 war kein Unterschied mehr ersichtlich. 
 
Die allogen mit Milzzellen transplantierten Tiere verloren zunächst bedingt durch die 
Bestrahlung an Gewicht, näherten sich für kurze Zeit wieder ihrem Ausgangsgewicht und 
verloren dann ab Tag 11 kontinuierlich an Gewicht. Der Vergleich der Gewichtsverläufe der 
allogen transplantierten KGF- (n=6) und nicht-KGF-Gruppe (n=6) ergab keinen signifikanten 
Unterschied. 50% der Tiere aus der nicht-KGF-Gruppe waren bis zum Tag 25 verstorben. 
Bis Tag 29 lebten 60% der KGF-Mäuse. Es konnte ein geringer Überlebensvorteil von 
wenigen Tagen für die mit KGF behandelten Tiere beobachtet werden. 
 
Auch in diesem Transplantationsmodell lies sich der GvT-Effekt durch Vergleich der 
Tumorprogression (s. Abb. 8 B) nach allogener Transplantation ohne Milzzellen (n=6) und 
mit Milzzellen ohne KGF (n=9) nachweisen. 
 
Die Tumorprogression unter KGF Einfluss nach allogener Transplantation mit Milzzellen 
(n=9) zeigte keinen signifikanten Unterschied zur Kontrollgruppe (n=9). Es konnte jedoch die 
Tendenz für ein verstärktes Wachstum im Vergleich mit der allogenen Gruppe, die ebenfalls 
Milzzellen aber kein KGF erhielt, beobachtet werden. Die tendenziell beschleunigte 
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Abb. 8: Einfluss von KGF auf Gewichtsverlauf (A) und Tumorprogression des C57BL/6-Tumors LLC (B) 
nach allogener Transplantation ohne Milzzellen (ohne ( ) und mit KGF ( )) und mit Milzzellen 
(ohne ( ) und mit KGF ( )) von F1- (BALB/c x C57BL/6) Mäusen mit C57BL/6-Knochenmark. 
Nach Bestrahlung von F1- (BALB/c x C57BL/6) Mäusen mit 9 Gy erfolgte nach 24 Stunden die i.v. 
Applikation des Transplantats bestehend aus 2x107 Knochenmarkzellen und 5x106 Milzzellen von 
C57BL/6-Mäusen bzw. nur aus 2x107 Knochenmarkzellen. An Tag 11 wurden 1x105 MPC-11-
Tumorzellen subkutan appliziert. Im Abstand von zwei bis drei Tagen wurde das Gewicht [% des 





Durch die verstärkte Zytokin-Freisetzung während des „cytokine storm“ [Ferrara et al., 1993], 
der zweiten Phase der GvHD, unterschied sich das Zytokinprofil bei Tieren mit und ohne 
GvHD. Zur Untersuchung der systemischen Entzündungsreaktion im Versuchsverlauf nach 
Knochenmarktransplantation mit und ohne KGF wurde der Einfluss von KGF auf das 
Zytokinprofil gemessen. Die Bestimmung der Zytokine (s. 3.2.2) ergab keinen signifikanten 
Unterschied für die mit der Kontrolllösung und mit KGF behandelten Versuchstiere. Es 
zeigten sich für beide Gruppen ein starker Anstieg der Entzündungsmediatoren nach der 
Konditionierungstherapie und ein leichter Abfall zum Ende der Messungen. 
 
4.6 PET-Untersuchung und Darm-Histologie 
Für die Analyse der Entzündungsreaktion des Darms wurden das bildgebende Verfahren der 
PET-Untersuchung (s. 3.2.3) und die histologische Aufarbeitung (s. 3.2.4) verwendet. Beide 
Untersuchungen wurden an denselben Versuchstagen (3, 13, 21) durchgeführt. Es wurden 
nur allogen mit Milzzellen transplantierte Tiere mit und ohne KGF-Behandlung untersucht. 
 
Die PET-Bilder (s. Abb. 9) stellten verstärkte Entzündungsreaktionen im Darm bei beiden 
Gruppen dar. Der Dickdarm kam deutlich besser zur Darstellung als der Dünndarm. Ein 
Unterschied beim Vergleich der nicht-KGF- mit der KGF-Gruppe war nicht zu erkennen. In 
beiden Gruppen war an Tag 3 eine geringere Signalintensität zu messen als an den späteren 
Messtagen. Physiologischerweise hatten auch das Herz und Teile des Gehirns eine hohe 
Stoffwechselaktivität und waren durch hohe Signalintensitäten leicht von anderen Strukturen 
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Abb. 9: PET-Untersuchung 
Gegenübergestellt sind die PET-Bilder der KGF- und der Kontrollgruppen an verschiedenen 
Versuchstagen. Eine starke Anreicherung der radioaktiv-markierten Substanz stellt sich durch hohe 
Signalintensität dar. Im Bild ist ein starkes Signal schwarz abgebildet. 
 
In der histologischen Aufbereitung des Darms zeigte sich bei Gegenüberstellung der 
Kontroll- und der KGF-Gruppe kein Unterschied. In den Epithelien beider Gruppen war eine 
ähnlich starke Infiltration mit Entzündungszellen zu erkennen, die zu Beginn des Versuches 
(Tag 3) geringer ausgeprägt war als zu den späteren Zeitpunkten Tag 13 und 21. Eine 







Als Erklärung für die Reduktion der Rezidivrate und die Verlängerung des tumorfreien 
Überlebens nach allogener hämatopoetischer Stammzelltransplantation gilt die 
Immunantwort der transferierten Immunzellen gegen die Tumorzellen des Empfängers, der 
GvT-Effekt. Die Stärke des GvT-Effekts korreliert mit dem Grad der Manifestation der GvH-
Reaktion. Bildet sich keine GvH-Reaktion aus, wie z. B. nach syngener 
Stammzelltransplantation, entwickelt sich kein Anti-Tumor-Effekt. 
 
Zur Untersuchung der GvHD-Reaktion und des GvT-Effekts unter Einfluss des 
Wachstumsfaktors KGF wurde ein etabliertes murines haploidentes (so genanntes parent-
into-F1) Transplantationsmodell verwendet. Der GvT-Effekt wurde an zwei unterschiedlichen 
Tumoren untersucht. Es wurden Zellen des Myeloms MPC-11 (H-2d) [Laskov et al, 1971] aus 
dem gezüchteten Mausstamm BALB/c und Zellen des Karzinoms LLC (H-2b) [Bertram & 
Janik, 1980] aus dem gezüchteten Mausstamm C57BL/6 verwendet. Die allogen mit 
Knochenmark und Milzzellen transplantierten Tiere entwickelten eine GvHD, deren 
Ausprägung vor allem durch den Gewichtsverlust bestimmt wurde. Diese Gruppe zeigte 
darüber hinaus eine langsamere Tumorprogression als die allogen ohne Milzzellen 
transplantierten Tiere der Vergleichsgruppe. Dieses Ergebnis entspricht den Aussagen der 
vorhandenen Literatur und wurde mehrfach beschrieben [Barnes et al., 1956; Appelbaum, 
2001]. 
 
Bei der Untersuchung der Wirkung des KGF auf naive Tiere zeigte sich eine im Vergleich zur 
Kontrollgruppe stärkere Gewichtszunahme. Da KGF hauptsächlich Epithelien, wie z.B. Haut- 
und Darmepithel, zur Proliferation stimuliert [Housley et al, 1993; Finch & Rubin, 2004], 
könnte die Ursache in diesem Bereich liegen. Möglicherweise liegt diesem Effekt eine 
Beeinflussung der Nährstoffresorption zu Grunde. Auch Ödembildungen oder noch nicht 
beschriebene Wirkungen des Wachstumsfaktors könnten eine Rolle spielen. Der genaue 
Grund für die Gewichtszunahme konnte in dieser Arbeit nicht eruiert werden. Entscheidend 
für dieses Experiment ist jedoch, dass es nicht zu einer Gewichtsabnahme durch KGF kam 
und somit ein nutritiv-toxischer Effekt ausgeschlossen werden kann. 
Nach der Konditionierungstherapie vor syngener Knochenmarktransplantation ergab sich ein 
bestrahlungsbedingter Gewichtsverlust für die Kontrollgruppe. Eine stärker ausgeprägte 
Gewichtsabnahme lies sich bei der KGF-Gruppe dokumentieren. Dieser Effekt konnte nicht 
Folge der einzelnen Einflussfaktoren sein. Eine alleinige KGF-Gabe ohne Transplantation 
führte nicht zur Reduktion des Gewichts, die Bestrahlung vor Transplantation ohne KGF-




Folge der Kombination von Bestrahlung und KGF zu sein. Eine mögliche Erklärung hierfür 
könnte ein additiv-toxischer Effekt des KGF durch die Bestrahlung sein. In der Literatur wird 
dieser Effekt ebenfalls beschrieben und durch die vermehrte Empfindlichkeit des 
proliferierenden Epithelgewebes unter KGF-Einfluss erklärt [Beaven & Shea, 2007]. Die 
Firma Amgen empfahl 2005 in der Fachinformation zum KGF-Päparat dieses Medikament 
nicht innerhalb von 24-48 Stunden vor einer myelotoxischen Therapie einzusetzen [Beaven 
& Shea, 2007]. In tierexperimentell forschenden Arbeitsgruppen wurden dennoch 
Applikationsschemata verwendet, bei denen KGF sowohl vor als auch nach der 
Transplantation injiziert wurde. Eine Gruppe applizierte KGF von Tag -3 bis Tag 7 [Clouthier 
et al., 2003], eine Andere wählte einen Zeitraum von Tag -5 bis Tag 3 [Vanclée et al, 2005]. 
Da bei den Experimenten dieser Arbeitsgruppen keine Nebenwirkungen beschrieben wurden 
und um einen Vergleich mit den Ergebnissen dieser Publikationen zu ermöglichen, wurde für 
diese Arbeit ein ähnliches Transplantationsmodell verwendet und ein ähnlicher Zeitraum für 
die Medikamenten-Applikation (Tag -4 bis Tag 5) gewählt. 
 
Die Beurteilung der Transplantat-gegen-Wirt-Reaktion mit dem Scoring-System von Cooke 
[Cooke et al, 1998] gestaltete sich in diesem Versuchsmodell als schwierig. Einige im 
Punktesystem verwendete Kriterien, vor allem die Fellbeschaffenheit, wurden alleine durch 
KGF beeinflusst. Folglich wurde hauptsächlich der Gewichtsverlauf als Kriterium für die 
Ausprägung der GvHD herangezogen (s. Abb. 4). Die Arbeitsgruppe von Clouthier [Clouthier 
et al., 2003] verwendete dennoch uneingeschränkt das Punktesystem von Cooke ohne die 
KGF bedingten Haut- und Fellveränderungen zu beschreiben. Bei der Publikation von 
Vanclée [Vanclée et al, 2005] wurden ausschließlich die Hautveränderungen und deren 
Ausdehnung als Kriterium für die GvHD herangezogen, da die Haut als 
Hauptmanifestationsort der GvHD galt. 
In diesem Versuchsmodell kann das Monitoring des Gewichtsverlaufs als ausreichend 
gewertet werden, da es bei dem Darm um einen wichtigen Manifestationsort der GvHD 
handelt und im Gegensatz zu Haut und Fell nicht ausschließlich von der Gabe des KGF 
beeinflusst wird. Bei der Veröffentlichung von Clouthier werden weder Haut- noch 
Fellveränderungen durch KGF erwähnt, so dass eine Beeinflussung des Punktesystems 
durch KGF nicht sicher ausgeschlossen werden kann. Eine Einschränkung der Kriterien für 
die GvHD auf die Hautveränderungen kann ausreichend sein, wenn keine Zeichen einer 
intestinalen GvHD vorliegen. 
 
Im Transplantationsmodell mit der BALB/c-Maus zeigte sich, wie schon bei syngener 
Transplantation, eine verstärkte Gewichtsabnahme bei der KGF-Gruppe in Folge der 




anderen Versuchsmodell reproduzieren und wird hierdurch bestätigt. Neben dieser akut-
toxischen Reaktion ergab sich mit Blick auf den Gewichtsverlauf kein wesentlicher Einfluss 
von KGF auf die akute GvHD. Das Überleben zeigte einen signifikanten Vorteil für die KGF-
Tiere, die sich nahezu vollständig von dem Gewichtsverlust bis Tag 100 erholten. Eine 
eventuelle Besserung der chronischen GvHD ist in diesem Modell nicht auszuschließen. 
Die Tumorprogression in diesem Transplantationsmodell zeigte bei allogen mit Knochenmark 
und Milzzellen transplantierten Tieren mit und ohne KGF keinen signifikanten Unterschied. 
Somit bleibt KGF ohne Einfluss auf den GvT-Effekt. 
 
Auch im C57BL/6-Transplantationsmodell ist der Effekt der Kombination aus Bestrahlung 
und KGF-Gabe nach allogener Knochenmarktransplantation ohne Milzzellen nachweisbar. 
Dies bestätigt die Theorie eines additiven Effekts der beiden Faktoren. Nach allogener 
Transplantation mit Knochenmark und Milzzellen zeigte sich kein Gewichtsunterschied in 
den beiden Versuchsgruppen. Anders wird dies in der Literatur beschrieben. In einer 
Veröffentlichung wurde von einem verminderten Gewichtsverlust nach KGF-Gabe 
gesprochen [Vanclée et al., 2005] Der additive Effekt ist scheinbar nicht so stark ausgeprägt 
wie im BALB/c-Modell. Dies könnte an einer geringeren Strahlenempfindlichkeit der 
Empfänger bei C57BL/6-Spendertieren liegen. Jedoch zeigte sich ein geringer 
Überlebensvorteil für die KGF-Gruppe. Wie schon im BALB/c-Versuch scheint KGF auch in 
diesem Modell die Überlebenszeit zu verlängern, möglicherweise durch Verminderung der 
chronischen GvHD. Ähnliche Ergebnisse in Bezug auf das Überleben finden sich auch in 
Literatur [Vanclée et al., 2005; Ellison et al., 2008]. 
Das Tumorwachstum zeigte in der allogen mit Milzzellen transplantierten KGF-Gruppe eine 
geringfügig stärkere Progression im Vergleich mit der Kontrollgruppe. Da dieser Unterschied 
nicht signifikant war, ist davon auszugehen, dass KGF auch in diesem 
Transplantationsmodell keinen relevanten Einfluss auf den GvT-Effekt hat. Möglich wäre 
jedoch, dass die verstärkte Tumorprogression auf die Stimulation der Tumorzellen durch den 
Wachstumsfaktor KGF zurückzuführen ist, da es sich bei dem verwendeten LLC-Tumor um 
ein epitheliales Karzinom handelt [Finch & Rubin, 2006]. In verschiedenen Publikationen 
wurde im Gegensatz zu den vorliegenden Ergebnissen von einem Einfluss von KGF auf die 
GvHD-Reaktion und den GvT-Effekt berichtet. So beschieb Clouthier eine Reduktion der 
Mortalität bei erhaltenem GvT-Effekt in Experimenten mit C57BL/6-Tieren [Clouthier et al., 
2003]. Von einer Trennung der GvHD-Reaktion von dem GvT-Effekt wurde in einer anderen 
Veröffentlichung gesprochen [Krijanovski et al., 1999]. 
 
Die Beurteilungsfähigkeit der Tumorprogression im verwendeten Transplantationsmodell 




Mäusen subkutan appliziert. Die Injektion beider Lösungen erfolgte an dieselbe Stelle am 
Rücken der Tiere. Da es sich bei KGF um einen Wachstumsfaktor handelt, wäre eine 
Stimulation der Tumorzellen durch lokal noch nicht resorbiertes KGF denkbar. Die Angaben 
zu Halbwertszeiten von Proteinen nach subkutaner Injektion schwanken stark und sind 
abhängig von der Größe des Proteins, den Aminosäuren und der chemischen 
Zusammensetzung der Injektionslösung. Die Werte variieren zwischen Minuten und 2-3 
Tagen. Der im Versuch gewählte zeitliche Abstand zwischen letzter KGF-Gabe und 
Tumorzellapplikation von 6 Tagen sollte ausreichend sein für eine vollständige Resorption. 
Auch eine Tumorstimulation durch zirkulierendes KGF im Körper wäre denkbar. Dies konnte 
in einer Studie mit verschiedenen epithelialen Tumorzell-Linien nicht gezeigt werden. Dabei 
machte es keinen Unterschied, ob die Tumorzellen KGF-Rezeptor positiv oder negativ 
waren. Im Gegensatz zum normalen Gewebe wurden Tumorzellen nicht stimuliert (Alderson 
et al., 2002). Die Studie erhob keine Daten zu den in dieser Arbeit verwendeten Tumorzell-
Linien. Es wurde zwar ein Lungentumor untersucht, nicht jedoch der LLC1-Tumor. 
 
Bei der Messung der Zytokine waren keine Unterschiede beim Vergleich der mit und ohne 
KGF behandelten Tiere feststellbar. Dieses Ergebnis widerspricht nicht der Theorie, dass 
KGF die klinische Manifestation der GvHD vermindern könnte, da KGF auf Epithelien und die 
dort ablaufenden Entzündungsreaktionen wirkt, nicht jedoch auf die Immunzellen, die für die 
Zytokin-Produktion und -Ausschüttung verantwortlich sind. Niedrige Zytokin-Spiegel in der 
KGF-Gruppe wurden in der Vergangenheit beschrieben (Krijanovski et al., 1999). Begründet 
wurde dies mit verminderten Epithelschäden im Darm, folglich verringerte Translokation von 
LPS und geringere Stimulation der Zytokin-Produktion. In unserem Modell konnten diese 
Ergebnisse sowohl in Bezug auf die Zytokin-Messung als auch auf die Histologie nicht 
nachgewiesen werden. 
Für die Untersuchung der chronischen GvHD müssten weitere Experimente erfolgen mit 
Blutentnahmen und Zytokin-Bestimmungen zu späteren Zeitpunkten im Versuchsverlauf. 
 
Mit der PET-Untersuchung ließen sich die Entzündungsreaktionen im Darm der KGF- und 
der Kontrollgruppe nachweisen (s. Abb. 9). Auch die Lokalisation der Entzündungen konnte 
genauer bestimmt werden. So zeigte sich neben der physiologischerweise vermehrten 
Stoffwechselaktivität in Herz und Hirn eine deutlich erhöhte Signalintensität des Colons. Dies 
deckt sich mit Aussagen einer Studie, die mit derselben bildgebenden Diagnostik die 
Entzündung im murinen Modell, aber auch im Rahmen einer klinischen Studie im Colon 
lokalisieren konnte [Stelljes et al., 2008]. Ein Unterschied der Entzündungslokalisation in 
Abhängigkeit der Phase der GvHD, z.B. Initial- oder Effektorphase, wie es in der gleichen 




den verschieden Messtagen nur unterschiedliche Signalintensitäten gemessen. Es zeigte 
sich jedoch bis zur letzten Messung an Tag 21 kein Unterschied bei den Vergleichsgruppen. 
Weitere Untersuchungen nach diesem Zeitpunkt könnten dazu beitragen, die 
Darmentzündung der KGF-Mäuse genauer zu charakterisieren, wenn sie wieder an Gewicht 
zunehmen. 
 
Die histologische Untersuchung des Darms aus Mäusen der KGF- und der Kontrollgruppe 
ergab erwartungsgemäß keinen Unterschied. KGF wirkt auf Keratinozyten, die sich in 
Plattenepithelien befinden, und nicht auf die Schleimhaut des Darms, welche im Dünndarm 
von Schleim-, Neben- und Hauptzellen und im Dickdarm von Saum- und Becherzellen 
gekennzeichnet ist. Eine Reduktion der Zellschäden oder beschleunigte Regeneration des 
Epithels nach Bestrahlung, wie es in der Literatur beschrieben wird [Vanclée et al., 2005], 
konnte in unserem Versuchsmodell nicht nachgewiesen werden. 
 
Im Gegensatz zu experimentellen Studien, bei denen eine Reduktion der GvHD und ein 
Überlebensvorteil durch KGF nachgewiesen werden konnte [Ellison et al., 2008], zeigten 
sich diese Wirkungen in klinischen Studien nicht. In einer klinischen Langzeit-Studie wurden 
keine signifikanten Effekte auf das Anwachsen des Transplantats, die akute oder chronische 
GvHD und das Langzeitüberleben beobachtet. Einen positiven Effekt hat KGF jedoch in der 
Behandlung der oralen Mukositis bei Patienten nach Stammzelltransplantation [Levine et al., 
2008]. 
 
Neben KGF wird auch an weiteren Wachstumsfaktoren für den Einsatz im Rahmen der 
Stammzelltransplantation geforscht. Von G-CSF erhoffte man sich eine Reduktion der 
Anzahl der Infektionen, jedoch wurden verschiedene Nebenwirkungen, wie z.B. langsameres 
Anwachsen des Transplantats, beschrieben. Es finden sich auch kontroverse Berichte über 
eine erhöhte Inzidenz der akuten und chronischen GvHD [Badell, 2008]. 
Durch den Einsatz von EPO wurde versucht die Anzahl der Bluttransfusionen nach 
Stammzelltransplantation zu verringern. Erfolg versprechend ist dieser Therapieansatz 
jedoch nur nach allogenen Transplanationen [Badell, 2008]. 
Insgesamt muss der Einsatz der Wachstumsfaktoren bei Patienten nach 
Stammzelltransplantation kritisch beurteilt werden. 
 
Abschließend lässt sich zusammenfassen, dass KGF keinen wesentlichen Einfluss auf die 
GvHD-Reaktion und den GvT-Effekt hat. Der Wachstumsfaktor scheint eine akute Toxizität 
mit erhöhter Mortalität in Kombination mit der Bestrahlung zu entwickeln, langfristig gesehen 
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